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I. INTRODUCCION

l.i. Problemática general

La Patologia Vegetal agrupa a todos aquellos aspectos de la actividad
biológica y cientifica concernientes con la conprensión del complejo fenó­
menoque es la enfermedad en las plantas.

Bateman (1978) propone un concepto de la enfernedad en términos moder­

nos: "la enfermedad es la alteración perníciosa de uno o nás de los proce­
sos ordenados de utilización de la energía, consecuente de la irritación
contínua producida por un factor o factores causales primarios”. Esta de­
finición es compatible con una idea muy difundida que sostiene que la enfer­
medad puede ser desencadenada o iniciada tanto por factores bióticos como
abióticos, internos o externos al sistema. Ademáses aplicable a todo el
espectro de sistemas de organizaciónzecosistemas, poblaciones, individuos,
órganos, tejidos y células. La consideración de la energia y su utilización
hacen que sea posible esta amplia aplicación.

La Físiopatologia Vegetal comprendeaquellas especialidades dentro de
la Fitopatología que se concentran en las actividades fi5iológicas y bioquí­
micas de los patógenos y de la planta hospedante , considerados no solo co­

mo componentes individuales sino también como complejos en continua y diná­
mica interacción.

En el presente existe, por parte de la comunidadcientifica, un reco­
nocimiento cada vez mayor de que solo a través de un conocimiento profundo

y básico de todos los componentes interactuantes de la biota agricola será
posible aumentar la capacidad de alimentar a una población mundial en expan­
sión. En este contexto, la Fisi0patologia Vegetal ha asumido una nueva sig­
nificación en el amplio campo de la FitOpatologïa. A pesar de ello son muy
escasos los trabajos realizados en la Argentina en esa área.
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Las poblaciones vegetales están 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 directanente a la extinción local
de las especies vegetales atacadas, o al debilitamiento de los individuos
tornándolos más vulnerables a presiones subsecuentes. Por ejemplo la pérdi­
da de la capacidad fotosíntética debido a la enfermedad disminuye la resis­
tencia al “stress” de los factores abiótícos o a la infección por otros pa­
tógenos, y reduce la habilidad competitiva.

El 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 patógeno como la ünica causa de la enfermedad. Es­
to ha llevado a una limitación en el conocimiento de los mecanismos causa­

les y ha restringido el tipo de análisis experimental esencial para la conr
prensión de la enfermedad como un fenómeno biológico. Actualmente los fito­

patólogos utilizan el “triángulo de la enfermedad“ y, más recientemente,
la pirámide de la enfermedad (Fig. l) para ayudar a visualizar el complejo
de factores relaci0nados con ella (Browning e; 51., 1977). De este modo,
una etiología integral deberá considerar los elementos que constituyen dí­
cha pirámide: el hospedante, el patógeno, el ambiente y el tiempo. La com­

prensión de la causalidad, entonces, requerirá que los componentes de la
mismasean separados y analizados conceptual y experimentalnente, y los fac­
tores determinantes reacomodadosen términos de su ocurrencia espacial y
temporal.

La resistencia al daño producido por agentes infecciosos es un carác­
ter genético de alto valor_adaptativo que confiere, al genotipo que lo posee,
una mayor aptitud biológica. La resistencia se basa en la capacidad para
mantener o crear un ambiente desfavorable para los agentes patógenos. Asi,
los mecanismos básicos de la resistencia involucran dos aspectos fundamenta­
les: l) la existencia de barrera fisicas y químicas que impidan el ingreso
del agente infeccioso al interior del huésped; 2) los mecanisnos de respues­
ta que lleven a la inhibición de la invasión y a la eliminación de los pa­
tógenos dentro de la planta. Ambospueden ser constitutivos en la planta



'-------“

PARASITICA
PERTOFlTICA

SAPROFlTICA

RELACIONES HETEROTROFI CAS<\\\
A’.B'.C'.D'.....x

COMPONENTES OE LAS RELACIONES

Figura l: Esquemade relaciones heterotrófícas (según Bateman, 1978). Los tipos de re­
_-_ laciones (A) mutualismo (B) comensálismo (C) patogenismo, y (D) saprofítismo

se muestran en relación con los modosde existencia-parasitíta, pertofïtica
o saprofïtica. Del total de componentes (X) en una dada relación se han deno­
minado A', B', C' y D' a aquellos que determinan que el típo de relación sea
un mutualísmo, comensalismo, patogenísmo o saprofítismo, respectivamente. Se
considera que dichas relaciones son determinadas por los componentes de los
elementos constituyentes de la pirámide: hospedante-parásíto-ambiente-tiempo.
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sana o adaptativos y desarrollarse comoconsecuencia de la infección.
El conocimiento de los necanisnns de resistencia en las plantas es fun­

damental para el control de sus enfermedades. El desarrollo de métodos mi­
croanalitícos para la cuantificación de sustancias antipatogénícas, involu­
cradas en dichos mecanismos, pueden ser de gran utilidad comoherramienta

en programas de selección de la resistencia genética a enfermedades. Por
otro lado, el conocimiento de estos mecanismosaporta las bases fisiológi­
cas para dichos programas. Asimismo, el estudio de la estructura y modode
acción de estas sustancias contribuye a la búsqueda racional de compuestos
sintéticos biológicamente activos (ya sea por su composición o acción aná­
loga) útiles en Terapéutica Vegetal (Bell, 1981). Una vez conocidas las sus­
tancias ínhibidoras se plantea un nuevo interrogante que muyrecientenente
ha comenzado a dilucidarse. Esto se refiere al modoen que el patógeno in­
duce o desencadena el desarrollo, por parte de la planta, de estos mecanis­
mos de defensa. Cabe señalar que ¡noculando plantas susceptibles con hongos,
bacterias o virus no virulentos o no patogénícos para esa especie se ha lo­
grado la inmunización local y sistémica contra patógenos virulentos (Kuó,
1982). Esto se obtuvo a través de la inducción de la expresión de la infor­

mación potencial de la planta. El conocimiento de los metabolitos que indu­
cen estas respuestas facilitaria y haria másaplicable la inmunizaciónvegetal.

Por último, pero no por ello menos importante, el estudio de los fac­
tores temporales y ambientales predisponentes a las enfermedades como modu­
ladores de los necanismos de defensa, sean estos histológicos, bioquímicos
o fisiológicos, se hace indispensable para el adecuado control de las enfer­
medades parasitarias (Yarwood, l959; Johnson y Klisiemicz, l969). Además
estos conocimientos son fundamentales para la bü5queda de materiales resis­
tentes y la confección de modelos de predicción.



1.2. Objetivos

De los cultivos oleaginosos, el girasol es uno de los principales en
la Argentina, ocupando nuestro pais el segundo lugar cono productor mundial.
La esclerotiniosis del girasol, causada por el hongo Sclerotinia sclerotio­
¿Em (Lib.) De Bary, es una de las enfermedades más importantes de este cul­

tivo (Vrfinceanu, 1977). Se presenta en dos formas: cono podredumbre de la

base del tallo,acompañada de marchítez total; y como pudríción total o par­
cial del capitulo.

Otros factores que agravan la situación son: la presencia del patógeno
en todas las áreas girasoleras del pais, la formación por parte del hongo
de cuerpos de resistencia (esclerocios) que permanecen en el suelo y retie­
nen su capacidad infectiva por 3-8 años, la gran polífagia del hongo lo que
dificulta el control a través de la rotación del cultivo (Purdy, 1979), y
el hecho de no contarse hasta el momentocon la resistencia absoluta. Sin

embargo, se ha observado la existencia de diferencias en la susceptibilidad
frente a este patógenoentre los distintos cultivares e híbridos de girasol
(Dueck g; al., 1978). Asi mismo, Auger y None (1970) encontraron que, a cam­

po y en invernáculo, 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 hipótesis sobre la existen­
cia de mecanismos de defensa en girasol determinados genéticamente, cuya
expresión está influida por el estadío fenológico de la planta en el momen­
to de la inoculación.

Sclenotinia sclerotíorum es un hongo extremadamente polifago (ataca
361 especies vegetales), que ha sido muyestudiado desde el punto-de vista
de su sistema enzimático, toxinas, condiciones de formación y germinación
de esclerocíos y ascosporas, e histopatologïa. Sin embargo no se conocen
antecedentes previos a este trabajo sobre los mecanisnos de defensa del gi­
rasol frente a este hongo,y se cuenta con escasa información sobre los mis­

mosen otras eSpecies vegetales atacadas por las distintas especies de 5513:
rotinía.



El objetivo principal de este trabajo de Tesis ha sido profundizar en
el conocimiento de la interacción Helianthus annuus-Sclerotinia sclerotiorum,
desde un punto de vista fisiopatológico. El mayorénfasis se ha centraliza­
do en el estudio de los necanismos de resistencia del girasol frente a ese
hongo. Para ello se utilizó comosistema experimental, diversos estadios
del ciclo de vida del hospedante que presentaron distintas respuestas de
susceptibilidad frente al patógeno. Los estudios se desarrollaron, en cáma­
ra bioclimática. La investigación se llevó a cabo a través del desarrollo
de tres lineas principales de trabajo. La primera tuvo comofinalidad cono­
cer el estado nutricional del huésped comopredisponente a la enfermedad.
Otra se orientó hacia la detección de mecanismos de defensa bioqui ¡cos
y la tercera se refirió al estudio de las barreras del tipo mecánico. En
todos los casos los estudios se realizaron en plantas sanas y enfermas pa­
ra averiguar si los mecanismoseran de tipo preinfeccíonal o se desarrolla­
ban comoconsecuencia de la infección; y en las distintas zonas del tallo

para conocer si los mecanismos eran de tipo local o sistémico.
Los resultados parciales obtenidos oríentaron la investigación a pro­

fundizar en el conocimiento de los mecanismos bioquímicos. Los esfuerzos
se centralizaron en la dilucidación del rol de los compuestos fenólicos en
la defensa. Para ello se llevó a cabo un estudio cuali y cuantitativo de
estos compuestos y se determinó su efecto inhibidor sobre el crecimiento
in vitro del patógeno. Adicionalmente, se los localizó anatómicanente en
los tallos sanos y enfenmos para poder interpretar su eventual rol in vivo.

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

Con el propósito de determinar el grado de especificidad de los meca­
nismos, se analizaron los componentes bioquimícos de defensa en una especie
de girasol. Se trató de Helianthus tuberosus especie que es considerada to­
lerante a esta enfermedad.



|.3 . Antecedentes Bibiiográficos

|.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 España y Fran­
cia a mediados del siglo XVI, pasando posteriormente a Rusia en el siglo
XVIII (VrSnceanu, 1977).

El cultivo del girasol en la Argentina se lleva a cabo desde hace unos

150 años. Su semilla fue traída al pais por los inmigrantes de Europa Orien­
tal, quienes la sembraron para el consumodirecto y para la alimentación
de las aves. Noobstante, a partir de 1930 este cultivo adquiere importan­
cia. Apesar de las considerables oscilaciones anuales, tanto de superficies
sembradas comoen rendimiento o producción total, la Argentina figura siem­
pre entre los primeros paises productores.

Por otra parte, el girasol se encuentra entre los cuatro cultivos más
utilizados en el mundopara la obtención de aceite comestible junto cOn la
soja, el mani y la colza.

En la Argentina, desde hace más de 30 años se constituye en la fuente

básica de la producción de aceite comestible destinado al consuno humano,
al extremo de representar entre la mitad y los dos tercios del aceite total
c0nsumido.

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 ü seccio­
nes: Annuus, Divaricati, Ciliares y Fruticosi.

La posibilidad que posee fi¡ annuus de hibridarse facilmente ha permi­
tido la producción de hibridos artificiales con diversas especies perennes.
Entre ellas se encuentra fi: tuberosus que es un hexaploide perteneciente
a la sección Divaricati y que exhibe una tolerancia natural a 5: sclerotio­
¿um (Orellana, 1975). En tal sentido se la ha utilizado en estudios tendien­
tes a obtener híbridos interespecifícos resistentes al mencionadopatógeno
(Orellana, op. cit.).



fl. annuus es una especie anual, con vigoroso desarrollo de todos sus
órganos. Tanto el tallo comola raiz poseen crecimiento primario y secunda­
rio (Carter, 1978).

El sistema radical alcanza su máximocrecimiento en floración. Normal­

mente la longitud de la raiz principal sobrepasa la altura del tallo. Este
último es erecto, vigoroso, cilíndrico y macizo. Su superficie externa es
rugosa y vellosa; sin embargo la vellocidad decrece o está ausente en la
zona basal.

La ontogénesis del girasol ha constituido el objetivo de numerosos es­
tudios. Segün Semihnenko (en VrSnceanu, 1977), las fases de desarrollo de

una variedad de girasol semitardia son las siguientes:

Fase Comienzoy fin de la fase Duración(dïas)

l. Germinación y emergencia -Desde la siembra hasta la 10-30
de semillas aparición de los cotiledones

2. Formación de hojas -Desde la emergencia a h-S 20-2h
pares de hojas verdaderas

3. Díferenciación de los -De h-S pares de hojas has- 8-10
prímordíos del receptáculo .ta 7-8 pares.

h. Crecimiento activo -De 7-8 pares hasta flora- 26-28
ción

5. Floración -Principio a fin de la misma lü-ló
6. Formación de semillas y -Desde el fin de la floración 20-25

acumulación del aceite hasta el color amarillo-verdoso
de los capitulos

7. Llenado de las semillas y -Del color amarillo-verdoso de 15-20
consecución de su tamaño los capitulos hasta el color
definitivo amarillo-oscuro
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I.3.2. El patógeno: Sclerotinia sclerotiorum

|.3.2.1. Taxonomia

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

es Sclerotinía sclerotiorum (Líb.) De Bary, hongo que se caracteriza por
su gran agresividad y polifagia. Pertenece a la Clase Ascomycetes, SubCla­
se Euascomycetes, Serie Discomycetes, Orden Helotíales, Familia Sclerotinia­
ceae (Kohn,1979; Zimmer y Hoes, 1978).

l.3.2.2. Distribución ‘geográfica

Su distribución es mundial, localizándoselo en zonas templadas, tropi­
cales y subtropicales (Zimmer y Hoes, 1978; Purdy, 1979).

I.3.2.3. Especies vegetales que ataca

Es uno de los patógenos ¡nespecificos. Ataca 6h familias, 225 géneros
y 361 especies vegetales (Purdy,_gg.gl¿.) (Tabla l).

En la Argentina Sarasola (1942) lo considera un patógeno importante

para el girasol (Helíanthus 322235), 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. ¿af
Eítata); Feldman y Pontis (1960) lo aislaron de apio (52132 graveolens) y
lo citan en el aleli (Matthiola incana), caléndula (Calendulaofficinalís),
dalía (Dahlia 5p.), zanahoria (Eaugus carota), haba (Migla jaga), lechuga
(Lactuca sativa), mani (Arachís hypogea), papa (Solanum tuber05um), poroto
(Phaseolus vulgaris), pimiento (Capsicum annuun) y tomate (Lycopersicum
sculentum). Campi (19h1) lo determinó en arvejillas (Lathyrus odoratus) y
Gloxinía 5p.; Muntañola (1955) en arveja (Pisum satívum); Carranza (1973)
lo aisló del clavel (Dianthus caryophyllus); Mitídieri (1973) de batata

(lEomoeabatata), coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), frutilla
(Fragaria 12353) y lenteja (Lens culinaris); Pontis y Klíngner de perejil
(Petroselinum crispum); Castello (1969) lo cita sobre soja (Glycíne) y Ca­
rranza (1975) sobre albahaca (Ocinumbasilicum). También ataca Citrus, es­
pecialmente limonero, produciendo la llamada “gomosis esclerotiníosa“.



TablaI:Familiasynúmerosdegéneros

1979).

yespeciesquesecitancomohospedantesdeé¿sclerotíorum(Purdy,

Familia

Género

NO

Especie

NO

Família

GéneroEspecie

N°N°

Família

GéneroEspecie

NoNo

Actinídíaceae Annonaceae Arístolochíaceae Berberidaceae Capparidaceae Composítae Cucqrbítaceae Fagaceae Geraníaceae
Hippocastanaceae

Lauraceae Línaceae Moraceae Myrtaceae Orobanchaceae Pínaceae Plygonaceae Rosaceae Scrophulariaceae Tillíaceae Urtícaceae Vitacea

m._NN._.—0\mv—v—v—v—v—.Nv—v-J'MI\\O-—M'—

\D
FNNFFNWFNFFNJ’NJMJ’OFLHF,­

Aizoaceae Apocynaceae Asclepíádaceae Boragínaceae CaryOphyllaceae Convolvulaceae Dípsacaceae Fumaríaceae Gesneriaceae
Iridaceae

Leguminosae Malvaceae Musaceae Oleaceae Papavcraceae Plantagínaceae Portulacaceae Rutaceae Solanaceae Tropaeolaceae Valerianaceae Misc.(noclasíf.)

ua

v- F-OGATCñ'-o:—-w-«xr-ux—-o¡«\—-w-—-c>—-w-r­N '­

v-NNÜMFMF-FJ'NmNJ-‘TFmeNv-N.­

Amaranthaceae Aralíaceae Begoniaceae Campanulaceae Chenopodíaceae Crucíferae Euphorbíaceae Gentíanaceae Gramineae Labiatae Líliaceae Martyníaceae Myoporaceae Onagraceae Passifloraceae Polemoníaceae Ranunculaceae Saxífragaceae Theaceae Umbellíferae Violaceae

m

p­

MNFJMNJPNJQFFNFNJPPJv­
-11­

.­

NNFNMCDNFNva-v-NFv-NFFMF.­

.­
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l.3.2.h. Morfología

El micelio está constituido por hifas muy ramificadas y tabicadas. Pue­
de desarrollarse tanto en la superficie comoen el interior de los órganos
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 esclerocíos, cuerpos de resistencia, están constituidos por una
corteza de hifas de paredes melanizadas, oscuras y muyengrosadas; y una
médula parenquimatosa laxa (Lamarque, 1976)de elementos globosos (Kohn, 1979).

Cuando las condiciones ambientales son óptimas para la germinación de
los esclerocíos 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 esclerocíos son ubicados sobre un me­
dio de cultivo sólido, las hífas crecen sobre su superficie formando una
pelicula delgada. Cuandola colonia alcanza el borde del recipiente, o cuan­
do el crecimiento se ve restringido, la neta micelial se engrosa y dá orí­
gen a esclerocíos. Los esclerocíos por lo general se disponen en una serie
de circulos concéntrícos o algün otro patrón regular (Le Torneau, 1979).

Las hifas vegetativas c0ntienen varias organelas y un único septo per­
forado simple.

LJ .2.S. Ciclo de vida

Consta de una fase asexual y una sexual que tienen cOmonexo de unión

a los esclerocíos. Estos permanecen en el suelo, o en los restos de cosecha
(Figura 2).

Cuandolas condiciones ambientales son favorables, el esclerocío germi­
na produciendo micelio (germinación miceliogénica). Este micelio necesita
invadir materia orgánica muerta, para poder luego infectar a la planta hués­
ped (Fundy, 1958). Asi se da comienzo a la fase asexual del ciclo de vida.
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La penetración tiene lugar a través de las raices o por la base del
tallo (Dueck y Campbell, 1978; Huang, 1978; Carter, 1978). Esta germinación

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 la enfermedad prospera se desarro­
lla externamente sobre la planta enferma, e internamente en la médula y en­
tre los diversos tejidos del tallo un mícelío blanco algodonoso y abundante.
Subsequentemente se forman esclerocios los que reíniciarán el ciclo al ¡n­
corporarse al suelo con la caida del órgano enfermo, o en los restos de co­
secha.

En otras condiciones el esclerocio produce de 1 a 8 estipites (genni­
nación carpogéníca) portando cada uno 1 apotecío. Aqui se iniciala fase se­

¿gal 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. Comoconsecuencia se produce la pudrición parcial
o total del órgano atacado. El ciclo se cierra con la formación de nuevos

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

I.3.2.6. Fisiología

a) Formación y composición de los esclerocios (Le Tourneau, 1979).

Los resultados de determinaciones químicas y análisís hist0quimicos

demuestran diferencias en la composición de los esclerocios formados in_yi:
¿Lg respecto a la de aquellos coleccionados a campo. En estos últimos, ob­
tenidos del poroto y la arveja, las grasas constituyeron menos del 2%, las
cenizas entre el 3,5 y 5%y las proteinas del 20-25% del peso seco. Una con­

siderable pr0porción fue soluble en metanol (20-25%). En contraste c0n es­
to, los esclerocios crecidos sobre nedio sintético poseyeron una menor pro­
porción de grasas, material soluble en metano] y proteinas.

Los carbohidratos c0nsítuyen la mayor proporción del esclerocio maduro,
un 25% de estos se halla en forma de B-glucano. Métodos hístoquimícos de­

mostraron la presencia de los polisacárídos, quitina y glícógeno. Los prin­
cipales carbohidratos de bajo peso molecular son la trehalosa y el manitol.



Generalmente también se detectan monosacáridos cano glucosa o fructosa. La
presencia de otros azúcares depende de la fuente carbonada del medio.

La formación de los esclerocíos comienza con la anastomosis de largas
hifas primarias que constituyen nnnticulos de micelío blanco. Cuandoel hon­
go es cultivado en un nedio liquido (pH 6-7), el pH del filtrado del culti­

vo cae a 3-h y luego tiende a incrementarse levenente. Esta disminución coin­

cide con el nonento de máxima producción de ácidos orgánicos y de la alta
actividad de las enzimas del Ciclo de Krebs. La iniciación del esclerocío

tiende a coincidir con la caida del pH. En caso de medio de cultivo sólido,

la formación de esclerocíos se relaciona con cambios en la di5ponibilidad
de los nutrientes. l

La supresión de la glicólisis y del Ciclo de Krebs, y la estimulación
del ciclo de las pentosas fosfato se relacionan con la conpactación y madu­
ración de los esclerocíos.

Se han detectado enzimas de la oxidación de fenoles en los esclerocíos;

y esto sugiere su relación con la formación de la corteza coloreada de dí­
chas estructuras.

b) Factores que afectan la formación de los esclerocíos y el crecimiento
micelíal in vitro (Le Torneau, 1979).

Factores nutricionales:

Fuentes carbonadas: Sclerotinia sp utiliza diversos compuestosorgáni­
cos para su crecimiento micelíal (CM)y formación de esclerocíos. La treha­
losa, azúcares-alcoholes y ácidos orgánicos producidos por el hongo y pre­
sentes en él son fuentes pobres de carbono. La mezcla de dos fuentes pobres
seria más eficiente para el crecimiento que igual cantidad de una üníca fuen­
te. La incapacidad para utilizar fuentes de carbono endógeno normalmente
presentes en el esclerocío para el crecimiento micelíal, podria ser parte
de un mecanismo de control relacionado con la germinación míceliogéníca
y carpogénica.

Fuentes nitrogenadas: utiliza compuestosorgánicos e inorgánicos, por
ejemplo aminoácidos relacionados con los ácidos Orgánicos del ciclo de Krebs.



La relación C/N y las formas de N en relación con la misma pueden también
afectar la formación de los esclerocios.

Macronutríentes inorgánicos: la formación de los esclerocios solo se
produce en medios con P, K, Mgy S, y se aumenta con la adición de mezclas

de micronutrientes inorgánicos (Purdy y Grogan, l9Sh).

Factores no nutricionales:

Luz: Marukawaet al. (en Le Torneau, 1979) encontraron que la luz re­

duce el númeroy peso seco total de esclerocios. Por otro lado se encontró

que la luz U.V. y azul son más efectivas que las demás longitudes de onda

en promover el número de esclerocios.
Temperatura: este patógeno crece y produce esclerocios dentro de un

amplio rango de temperaturas que va de 0 a 30°C, con un óptimo 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 producción por parte del hongo de ácidos orgánicos.

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

El principal factor es el biológico. Más de 30 especies de hongos y
bacterias son antagonistas de Sclerotinia sp in vitro: Aspergillus, Penici­
llium, Trichoderma, Coniothyrium, etc. Huang y Hoes (1976) han realizado
estudios con el fin de utilizar a Coniothyrium en planes de control bioló­
gico de esta enfermedad.

d) Factores que afectan la germinación e infección por esclerocios

En presencia de materia orgánica muerta, el esclerocio germina dando
un micelio infectivo (Purdy, 1958). Otro factor importante para la infección
es la cercanía del esclerocio al hospedante. El micelio crece poco en el
suelo, en suelo estéril la extensión 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 germinación e infección ascospóríca.

Abawí y Grogan (1979) han determinado que son necesarias de #8 a 72

hs de humedadcontinua sobre la superficie del hospedante para que la ger­
minación ascospórica tenga lugar. Purdy (1958) determinó que es necesaria
la presencia de nutrientes externos para que se produzca la infección.

l.3.3. La interacción huésped-patógeno

|.3.3.1. Aspectos conceptuales: parasitismo y patogenismo

Según Bateman (1978), el término parasitismo se refiere a "la relación
o asociación entre organismos, generalmente provenientes de especies dife­
rentes en la cual una parte, el parásito, se beneficia de la otra, el hués­
ped". Es incorrecta entonces la idea de que la relación parasitica es nece­
sariamente perjudicial. El parasitismo y la enfermedad son de hecho fenóme­
nos biológícos diferentes.

La lucha por la existencia entre los organismos vivos lleva a dos ti­
pos príncípales de relaciones nutricionales heterotróficas: la predación
y el parasitismo. Dentro de este último tipo Bateman (op.cit.) incluye di­
ferentes modalidades en las cuales la interacción huésped-parásito resulta
en un mutuo beneficio de los asociados (mutualïstíca); aquellas en las cua­
les solo uno de los asociados, generalmente el parásito, se beneficia sin
efectuar daño al otro componente(comensalistica); o relaciones en las cua­
les el hospedante o ambos asociados se dañan o mueren (patogenistica).

Es importante tener en claro que no todos los parásitos son patógenos
y viceversa. Los patógenos pueden ser de naturaleza biótica o abiótica.

El saprofitismo, incluye a aquellos individuos que colonizan y obtie­
nen su alimento de organismos muertos. Por último, el pertofitísmo se refie­
re a un tipoíntermedio de relación nutricional en la que el patógeno mata
las células del hospedante antes de que ellas sean colonizadas (Figura 1).
Este enfoque resulta novedoso ya que enriquece la comprensión del parasitis­
mo en cuanto a las formas que puede adquirir segün el balance final de la
interacción. Sin embargo el empleo de términos ya utilizados para definir



relaciones diferentes del parasitisno (comensalismo, mutualismo), puede di­
ficultar la comprensión.

I.3.3.2. Hipótesis involucradas en las relaciones parasiticas y patogénicas.

No es muy amplio el cuerpo conceptual del que di5pone la Fítopatologia.
Actualmente se ha adquirido conciencia de la necesidad de contar con una
estructura teórica que guie o delinee las futuras investigaciones en este
campo. En tal sentido Bateman (1978) realizó una revisión de las hipótesis

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. Hipótesis nutricional del parasitismo

"La hipótesis nutricional del parasitismo considera que un parásito
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, sumadosa la capacidad del parásito para responder
diferencialmente frente a los mismoexplican los grados de resistencia y
susceptibilidad, no explicables en otros térnfinos" (en Lewis, 1953).

Bateman (99.911.) considera que esta hipótesis contempla aspectos ra­
zonables pero que es incompleta desde un variado número de perSpectivas,
siendo la primera la comprobación. Las razones a las que alude son: a) la
dificultad aparente de determinar la compleja nutrición de algunos parási­
tos; b) la falta de correlación entre parasitismo y complejidad nutricí0nal;
c) la similitud de los requerimientos nutricionales in vitro de algunos pa­
rásitos que presentan rangos de hospedantes muydiferentes; d) la idea de
que el análisis del huésped no proveerá una verdadera visión de los nutrien­
tes disponíbles para el patógeno y e) el conocimiento de mecanismos activos
de defensa tanto en animales cono en plantas.

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

tudiar mutantes nutricionales de Venturia inaegualís patógeno que produce
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la sarna del manzano, en los cuales esta hipótesis explica en gran medida
la interacción h05pedante-patógeno.

b. La hipótesis del balance en parasitísmo

Lewis (1953) enuncíó la siguiente hipótesis: "Entre los metabolitos
del hospedante disponibles para un parásito potencial existen sustancias
que pueden favorecerlo y otras que pueden impedir s-u crecimiento. Esas sus­
tancias son vitaminas, aminoácidos, ácidos orgánicos, etc. Son metabolitos
comunesa muchas especies diferentes. El tipo y concentración de los mismos
varian'en la planta con el cambioen las condiciones ambientales. Esa varia­
ción en sustancias capaces de alterar el crecimiento del parásito pueden
explicar los cambiosen resistencia y susceptibilidad que a veces ocurren
dentro de un misno hospedante. Las variaciones en concentración y tipos de
metabolitos entre los distintos hospedantes, sumadoa las diferentes respues­
tas de los distintos patógenosPueden explicar el complejo de patrones de
resistencia y susceptibilidad. La inmunidadinnata está determinada por la
presencia de metabolitos normales del huésped, desfavorables para el creci­
miento del parásito, o la ausencia parcial o completa de sustancias esencia­
les para dicho organismo, o por la combinación de ambas. La inmunidad de

este tipo no está determinada por mecanismosespeciales. Los metabolitos
del hospedante susceptible favorecen el crecimiento del parásito. Existe,
finalmente, un balance entre las sustancias que inhiben y las que promueven
dicho crecimiento. Este balance podrá inclinarse hacia la resistencia por
un lado, hacia la susceptibilidad por el otro, o permanecer entre ambos
extremos".

La hipótesis formulada busca explicar el parasitisno selectivo y/o re­
sistencia del hospedante sin tener en cuenta a sus mecanismos de defensa.
Sin embargo, esta formulación parece proveer vias para la comprensión de
problemasde parasitísmo obligado y susceptibilidad varietal y especifica
en complejos en los cuales está involucrado un muydelicado balance entre
los dos organismos interactuantes. Luego de un muycuidadoso análisis debe

concluirse-dice Bateman (gp. 911;) que los principales fundamentos de esta
hipótesis no son demostrables de un mododefinito, a pesar de cuan eviden­
tes sean los conceptos generales.
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c. Hipótesis de la nutrición-inhibición en la patogenícídad

Garber (1956) formuló esta hipótesis que comprende elementos de la

hipótesis del balance, pero agrega un componente significativo que es el
concepto de la defensa por parte del hospedante.

"La hipótesis de la nutrición-inhibición involucra dos ambientes den­
tro del huésped los que afectan directamente el destino del invasor: un am­
biente nutricional y un anbiente inhibidor.

Si el ambiente nutricional es inadecuado, el parásito no podrá ni pro­
liferar ni metabolizar extensanente los tejidos y, por lo tanto, no será
virulento. Si, por el contrario, el ambiente nutricional es adecuadoel pa­
rásito poseerá esas capacidades pero aún podrá no ser virulento. Un ambien­
te inhibidor efectivo puede también estar o no presente. En ausencia del
núsmo, un parásito con un ambiente nutricional adecuado generalmente será
virulento. En su presencia no lo será aún cuando el ambiente nutricional
le sea favorable. En conclusión, de las u combinaciones posibles entre los
mencionados ambientes, solo cuando la nutrición sea adecuada y la inhibición
inefectiva resultará la virulencia y en las otras, la avirulencia”.

Bateman (QE. gig.) considera que esta hipótesis aün no contempla la
totalidad del problema, ya que las caracteristicas toxígénicas, antigénicas,
morfológicas, y enzimáticas de los parásitos complican los esfuerzos por
comprender las relac¡0nes patogénícas en términos de ambientes nutriciona­
les en la planta. Sin embargo reconoce que las tres hipótesis propuestas
representan esfuerzos significativos tendientes a aumentar la comprensión,
organizar el actual conocimiento, y aportar a la formulación de más vias
adecuadas de investigación. En tal sentido este autor ofrece la hipótesis
de los componentes múltiples que se presentará a continuación.

d. Hipótesis de los chEOnentes múltiples para la patogenícídad y el para­
sitismo (Bateman, 1978).

La patogenícídad, 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 hipótesis centra la atención sobre la naturaleza de los
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componentes interactuantes comofactores determinantes de las relaciones
parasiticas o patogénicas. Se afirma sobre la consideración de la naturale­
za compleja y dinámica de la vida, la existencia de barreras tanto fisicas
comoquimicas en los sistemas vivos, y el principio de que tanto el parási­
to comoel hospedante contienen ciertos factores que son potencialmente
favorables y otros potencialmente desfavorables.

Los principales conceptos que comprendeesta hipótesis son los siguientes:

d.l. La naturaleza multicompuesta de la vida

Todos los procesos biológicos están sujetos a regulación a través de
factores que los estimulan o inhiben. En la mayoria de los casos los contro­

les son múltiples y es esto lo que les provee la enorme flexibilidad que
poseen. La velocidad con que se desarrolla un determinado proceso biológi­
co está influida por componentes múltiples, y es la suma de todos aquellos
promotores e inhibidores la que la determina.

d.2. Barreras fisicas o fisiológicas en los sistemas hospedante-parásito.

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

Unavez superadas estas barreras fisicas, el éxito o fracaso del pará­
sito potencial depende de que este supere las barreras fisiológicas del hos­
pedante potencial. Los múltiples factores, provenientes de ambosorganismos,
determinan la forma en la cual una barrera determinada será o no superada.
Estos factores están regulados por los potenciales genéticos de ambosorga­
nismos, sujetos a distintos grados de expresión de acuerdo con el ambiente
fisico particular y a las modificaciones que surjan de la interacción de
los distintos componentes.
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d.3. El concepto del ambiente del hOSpedante y del parásito

Un parásito y un hospedante potenciales pueden ofrecerse mutuamente
dos tipos de ambientes: favorable y desfavorable. Un ambiente determinado

está compuesto de numerosos y diversos componentes algunos morfológicos y

otros bioquímicos. En consecuencia es posible postular que existen h combi­
naciones potenciales en un complejo hospedante-parásito dado. Si este com­
plejo es mutualistico predominan los ambientes favorables. Si la relación
es comensalistíca, 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 miembrono son suficientemente operativos comopara ser
significativos. Cuandola relación es patogenistica el ambiente desfavora­
ble de uno o ambos miembros predomina. Si lo hace el ambiente ofrecido por

el hospedante, este será resistente. De lo contrario será susceptible.
Esta hipótesis pretende proveer una estructura teórica que contenga

las múltiples facetas de las interacciones hospedante-parásito, sea cual
fuere el tipo de relación involucrada. En la Figura 3 se presentan grafica­
mente los principales elenentos de la misma.

En la mayoria de las interacciones los h ambientes potenciales son ope­
rativos. De esta forma es el balance de los mismos incluyendo sus interaccio­
nes, los que determinarán el éxito o fracaso del parasitisno asi comoel
tipo de asociación.

En una relación patogenistica, el ambiente desfavorable del patógeno
estará constituido por sus toxinas, enzimas, exceso de producción de regu­
ladores de crecimiento, etc. El ambiente favorable del patógeno podrá estar
dado por su capacidad de liberar glicósidos del hospedante a sus formas tó­
xicas y la capacidad de inducir las defensas activas de la planta. El ambien­
te favorable del hospedante incluirá la disponibilidad de nutrientes, pH
adecuado, y otros factores necesarios para el crecimiento y reproducción
del patógeno. Finalmente, el ambiente desfavorable del hospedante podrá in­
cluir barreras fisicas, compuestosantibióticos 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 patógeno), el componenteen cuestión es inducido luego del
intercambio de mensajes quimicos entre los organismos interactuantes. En
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Figura 3: "Hipótesis de los c0mponentes mültipies" (Bateman, 1978). Las relaciones para­
-—_ siticas y patogénicas resultan de la sumatoriae interacción de los múltiples

componentes que constituyen los ambientes "favorable" y "desfavorable", que
ambos organismos ínteractuantes se ofrecen mutuamente. De] tota] de componen­
tes Y se ha designado como A", B" y C" a aquellos que determinan que ia rela­
ción sea un mutua] iSmO, comensal ismo 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 patógeno. Es decir,
que los distintos ambientes se afectan y modulanentre si. Generalmente,
la diferencia entre susceptibilidad y resistencia dentro de una mismaespe­
cie vegetal no reside en diferencias cualitativas en el ambiente desfavora­
ble del hospedante sino en la velocidad o intensidad de reacción del misno.

I.3.3.3. La interacción fl: annuus-É¿ sclerotíorum

|.3.3.3.1. Síntomatologia

Podredumbre basal: esta enfermedad surge aisladamente al comienzo, lue­
go en grupos de dos o más plantas y se extiende en forma de manchones o por

hileras ya que el contagio se produce por contacto de raices.
Se fonna primero una lesión de color castaño claro, con ligera exuda­

ción, que se va extendiendo. La longitud de las lesiones puede variar de
unos pocos a más de 50 cm; esto depende de la susceptibilidad del hospedan­

te, condiciones ambientales y la virulencia del patógeno. Si la planta es
tolerante puede no marchitarse. En caso de podredumbre avanzada, se produce
una severa y total marchítez 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 inserción del ca­
pitulo con el tallo y este puede de5prenderse y caer al suelo comoconsecuen­
cia de la pérdida de resistencia de los tejidos. En la parte inferior del
órgano atacado aparecen al principio manchas descoloridas, después de color

castaño, que crecen y se extienden hacia el margen. Los tejidos pierden su
turgencia, se vuelven fláccidos, y toman una c0nsistencia gelatinosa.

|.3.3.3.2. Impacto

Deacuerdo con los informes obtenidos, las pérdidas atribuibles ali.
sclerotíorum constituyen del 0 al 100%de la producción (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 sistemáticos acerca de las pérdidas
que este patógeno provoca en nuestro pais.

La podredumbre basal seria de incidencia anual en Argentina pero pro­
ducíria menores pérdidas en la cosecha que la podredumbre del capitulo. Sin
embargo esta última enfermedad se daria con menos frecuencia, debido a que

la condición de tan alta humedadrequerida para la infección carpogénica
no se dá muy c0münnente en las áreas girasoleras.

El ataque a la base del tallo seria más grave en la región girasolera
que comprende a las provincias de Córdoba, San Luis y parte de La Panpa,

en la cual el girasol se siembra a continuación de la soja, quien es también

hospedante de E: sclerotiorum. Esto incrementarïa el inóculo 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 tardïas (Pereyra comunicación personal).

I.3.3.3.3. Histopatologia

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

Penetración

La capacidad y el modo de penetración del patógeno a los tejidos vege­
tales dependen del tipo de ínóculo, del estado de nutrición 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 generalnen­
te son estructuras complejas, mucilaginosas, en forma de copa. La penetra­

ción, segün algunas teorias, puede ser solo mecánica o una combinación de
acción quimica y necánica.
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Primeros estadios de la infección

Apenas producida la penetración, el hongo forna una vesicula granular,
inflada, entre la cuticula y la epidermis. Esta dará origen a las “hifas
de infección“, anchas y granuladas que invaden los tejidos en forma radial
principalmente intercelular. La región subcuticular parece ofrecer una me­
nor resistencia a la invasión, por lo cual esta es más rápida hacia abajo
y arriba que hacia el interior del órgano atacado. Las hifas de infección
son las responsables de la destrucción de las defensas del hospedante, de
la colonización inicial de los tejidos, y de los cambios que en ellos se
producen. Dichos cambios Son la alteración y destrucción de los materiales
pécticos de las lamínillas medias de las células (al parecer esta acción
se produce con anterioridad al arribo de las hifas de avance), muerte celu­
lar, copiosa acumulación de agua en los márgenes de infección y cambios en

la permeabilidad celular.

Ultimos estadios de la infección

Luego de la colonización de los tejidos (12-2h hs después de la pene­
tración) se desarrollan ramas hifales de pequeño diámetro, muy ramificadas,
que invaden los tejidos muertos intra e íntercelularmente. Estas hifas pe­
netran las paredes celulares y son responsables de la destrucción de sus
estructuras cristalinas. Dichas hífas 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, 196h).

Luego de una extensa colínización de los tejidos, las hífas ramifica­
das emergen a la superficie del hospedante y dan origen a esclerocíos en
las lesi0nes maduras.

I.3}3.3.h. Enzimas y toxinas fúngícas

Enzimas

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

y exo poligalacturOnasas (PG) en tejidos de girasol y tomate infectados con
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í. sclerotiorum. Dichas enzimas se relacionan con la disminución de las sus­
tancias pécticas en las laminíllas medias. La PMEposee la función de deme­
tilar la pectína, la endoPGhidroliza al azar al ácido poligalacturónico
en diversas fracciones y la exoPGlleva a continuación estos productos a
unidades de ácido galactouróníco. El pH óptimo de estas enzimas füngicas

es h,S-5. Se las detectó muy tempranamente en los márgenes 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 E: sclerotiorum posee un sistema completo de celulasas capaz
de utilizar celulosa nativa comofuente de energia. Tambiénse detectó en
tejidos enfermos de girasol la actividad de las enzimas arabanasas, galac­
tanasas y xílanasas.

Lumsden(1970) estudió las fosfatidasas del patógeno producidas tanto
en cultivo comoen poroto infectado. Poseerian la función de degradar los
fosfátidos de las membranascelulares. Son enzimas adaptativas, extracelu­
lares y activadas por Ca; su pH óptimo es h.

Finalmente también se cita la producción de enzimas proteoliticas en
medios de cultivo y tejidos enfermos (Lumsden, 1979).

Toxinas

S. sclerotiorum produce ácido oxálico el cual actúa cono una toxina
móvil de distribución sistémica.

l.3.3.3.5. Fisiología del desarrollo de la enfermedad.

Colonización

Las enzimas PMEy endoPG actúan conjuntamente; lisan las laminíllas
medidas lo que permite el crecimiento intercelular del patógeno.
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Nutrición durante la patogénesis

Las celulasas, hemicelulasas, exoPG, fosfatidasas y enzimas proteoli­
ticas tendrian una función nutricional. Su acción sobre la pared y el con­
tenido celular proveeria al patógeno de fuentes carbonadas y nitrogenadas.
Las celulasas y hemicelulasas actúan 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 infección, detrás de los
extremos de las hífas de avance.

Cambiosen la permeabilidad celular

Thatcher (1939) encontró, en peciolos cortados de ¿plug graveolens in­
fectado por á, sclerotiorum,un aumento de la permeabilidad en los tejidos
adyacentes a las lesiones. Sugirió que dichos cambios permitirían la nutri­
ción del hongo durante el periodo inicial de la infección, previo a la hi­
drólisis de paredes y muerte celular, y serian responsables del tipo de po­
dredumbre acuosa.

Por el contrario, Hancock (1972) demostró la disminución de la permea­

bilidad en tejidos adyacentes a lesiones en tallos intactos de girasol in­
fectados . Este autor considera que los resultados obtenidos por el primero
se deben más al efecto de senescencia de los tejidos cortados que al de la
enfermedad.

Efectos del ácido oxálico

En estadios tempranos el ácido oxálico actúa sínérgicamente con las
enzimas pectinoliticas. Este efecto se da a través de su fuerte acción co­
moquelante de Ca y otros cationes. Se liga a estos sustrayéndolos de los
pectatos y permite de esta forma la acción de las PG (Maxwell y Lumsden,

1970; Bateman y Beer, 1965). También tendria la función de disminuir el pH

de los tejidos atacados, y favorecer de esta manera la acción de las enzimas
füngicas. Este cambio drástico de pH, acompañadode la quelacíón de cationes
y destrucción de sustancias pécticas seria el causante de la muerte celular.
Además, el ácido oxálico actuaria comouna toxina nóvil de dÍStríbucíón
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sistémica. Se acumularia en el follaje siendo responsable de la marchítez
foliar (Noyes y Hancock, 1980). El taponamíento de los vasos por cristales
de oxalato contribuiria en la producción de dicho efecto.

Muyrecientemente Marciano et El. (1983) encontraron que esta toxina
exhibe una acción ínhibídora de las polifenoloxidasas del hospedante a pH h.

I.3.3.3.6. Virulencia y resistencia

l. Virulencia

Los datos con los que se cuenta son contradictorios. Algunos trabajos
(Held, 1955; Lumsden, 1976; Khare y Bompeix, 1976) demuestran una correla­

ción positíva entre algunas enzimas (endoPGy proteasas) y metabolitos tó­
xicos, y la virulencia de ciertos aislamientos de Sclerotinia. Por el con­
trario, ciertos autores encuentran ausencia de correlación con la virulencia
de fosfatídasas, protopectínasas, PMEy PG (Lumsden, 1970; Newton, 1972).

Marcianoet al. (1983) no hallaron relación positiva entre las enzimas de­
gradadoras de la pared celular (PG, celulasas y lígnanasas) y la virulencia,
entre si entre la magnitud de la producción del ácido oxálico y la misma.

2. Resistencia

2a. Conceptos y mecanismos generales

De acuerdo con la hipótesis de los componentes múltiples formulada por
Bateman (1978), el huésped ofrece un ambiente “desfavorable” al patógeno

potencial el cual incluye los diversos tipos de mecanismos de defensa.
Estos mecanismos comprenden tanto barreras fisicas como quimicas y fí­

siológicas. Estas a su vez pueden ser clasificadas comobarreras a la pene­
tración y al desarrollo según el nivel al cual actúan. Cuando el mecanismo
es operativo antes de la infección se lo denominapasivo, preinfeccional
o constitutivo. De lo contrario es activo, postinfeccional o inducido (Hors­
fall y Dinnnd, 1959). Una categoria intermedia podria considerarse comose­
miconstitutiva (lngham, 1973).
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2a.], Barreras a la penetración

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

Las defensas a la penetración involucran dos estrategias básicas: l) man­
tener a los invasores potenciales fuera del área 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 producción de olores desagradables que mantengan alejados a los
insectos vectores de fit0patógenos. Asimismo, la cuticula, al ser una super­
ficie hidrofóbíca evita la acumulaciónde agua adquiriendo caracteristicas
no apropiadas para la fijación y germinación de ciertos patógenos.

El segundotipo de estrategias incluye las caracteristicas de la cuti­
cula que la hacen impenetrable o dificil de degradar comogrosor, dureza,
c0mposición quimica y presencia de inhibidores. De igual modo, la presencia,
númeroy localización de espinas, pelos, estomas, lenticelas, etc están re­
lacionados con una mayor o menor facilidad en la penetración. La calidad
y grosor de las paredes de la epí y peridermis también pueden estar involu­
cradas en este tipo de defensa.

2a. 2 Barreras al desarrollo

2a.2.l. Barreras preformadas

2a.2.l.l. Barreras fisicas

Una vez que el patógeno ha penetrado en el interior del hospedante pue­
de encontrar barreras fisicas preformadas que impidan su penetración más
allá de las capas superficiales y limiten su diseminación.

Este tema ha recibido poca atención y los trabajos con los que se cuen­
ta son escasos y antiguos. Esto se debe al concepto del factor-único en la
resistencia. El hecho indudable que estas barreras por si solas no explican
la resistencia que ha llevado a su subestimación. Por el contrario, pueden
constituir elementos complementarios_importantes, que actúen conjuntamente
c0n las barreras quimicas preinfeccionales, permitiendo al hospedante desa­
rrollar a tiempo sus defensas postínfeccíonales.
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Las principales caracteristicas que puedenestar relacionadas con es­
te tipo de mecanismos son: la abundancia y distribución de elementos lígni­
ficados y suberificados; el grado de lignificacíón y suberificación de los
mi5mos; y la proporción de pectatos de Ca insolubles en la laminilla media
y pared celular (Akai y Fukutomi, 1980).

2a.2.l.2. Barreras guimicas

Entre las barreras quimicas preinfeccionales el factor más generaliza­
do c0nsíste en la presencia de compuestos tóxicos. Estos incluyen a saponí­
nas, lactonas no saturadas, aceites, glícósídos fenólicos y cianogénicos,
aminoácidos,alcaloides, polienos, poliacetilenos, estilbenos,terpenos, etc.
(Schónbeck y Schlósser, 1976; Overeem, 1976).

Los antibióticos constitutivos pueden estar completamentesintetizados
(en su forma activa) y almacenados en vacuolas, glándulas lisigenas, conduc­
tos, durameny peridermis. Se encuentran en concentraciones apropiadas para
producir efectos tóxicos y solo requieren ser liberados de sus reservorios
para entrar en contacto con el patógeno (preinhíbidores). Otro tipo de an­
tibiótico c0nstitutivo es aquél que se encuentra en forma de precursor ne­
nos tóxico y se almacena en vacuolas. El antibiótico final se forma rápida­
mente por la acción de oxidasas o/y hidrolasas localizadas en otras partes
de las células (inhibidores). Untercer tipo de antibiótico es aquel que
se encuentra en forma activa pero en baja concentración en la planta sana.
Debe sufrir una acumulación postinfeccional para alcanzar los umbrales inhi­
bítorios (postinhibidores). Aeste último tipo se lo clasifica comobarre­
ra semiconstitutivas (lngham, 1973).

Las células vegetales producen enzimas hídroliticas las que se almace­
nan en vacuolas o esferosomas. En el curso de la patogénesis, la alteración
de las estructuras de membranalleva a su liberación hacia el interior de

las células y espacios íntercelulares. Esto puede contribuir a la creación
de un “ambiente desfavorable“ para el patógeno. La lisis hifal se ha atri­
buido a la presencia de quitinasas y 1-3 glucanasas producidas por el hos­
pedante(Bell, 1981).

La ausencia de factores primarios de l'reconocimíento“ entre los organis­
mos,que permiten el establecimiento de la interacción; o de receptores de



toxinas especificas puedenrelacionarse con la resistencia/susceptíbíl¡dad
en algunas interacciones (Schlosser, 1980).

2a.2.2. Barreras postínfeccíonales

2a.2.2.l. Barreras fisicas (Beckman,1980; Bell, 1981).

Dentro de este tipo de barreras se pueden citar: la acumulación de cal­
cio en pared y laminilla nadia; la sintesis y deposición de nuevo material
de pared; la aposición de carbohidratos; la formación de papilas, tilosis
y geles vasculares; la lignifícación, etc;

2a.2.2.2. Barreras guimicas

Las revisiones realizadas por Cruickshank (1963, 1980), KuE (1972, 1976)

y Bell (1981) aportan una información muy completa sobre las barreras qui­
micas postinfeccionales.

Este tipo de barrera comprendea las fitoalexinas. Algunos autores tam­
bién incluyen a c0mpuestos preinfeccíonales que se acumulan cono consecuen­
cia de la infección (Ingham, 1973).

Muller g} El. (en Cruickshank, 1963) formularon en 19h] la Teorïa de
las Fítoalexínas basada en sus estudios con papa y diversas razas fisioló­
gicas de Phytophthora infestans. Dichos compuestos postinfeccíonales debe­
rian cumplir con los siguientes postulados:

a) "El principio que inhibe el desarrollo füngico en un tejido hipersensi­
ble, denominadofitoalexina, es formado o activado solo cuando las Célu­
las del hospedante toman contacto con el parásito".

b) "La acción de defensa solo ocurre en células vivas”.

c) "El material inhibidor es una sustancia química que puede considerarse
comoun producto de la necrobiosis celular".

d) "La fitoalexina no es especifica en su toxicidad hacia los hongos, sin
embargolas especies fúngicas pueden ser diferencialnente sensibles a
la misma".



e) "La respuesta básica que ocurre en hospedantes susceptibles y tolerantes
es similar. La base de la diferenciación es la velocidad de síntesis de
las fitoalexinas".

f) "La reacción de defensa está confinada al tejido colonizado y a su inme­
diata vecindad".

Vg "El estado de resistencia no es hederable. Se desarrolla después de la
penetración füngica. La sensibilidad de la célula del hospedante, que
determina la velocidad de la reacción, es específica y está genotipica­
mente determinada".

Müeller gt a]. (gp. gig.) no lograron demostrar la existencia de una
sustancia discreta que poseyera las caracteristicas teóricas por ellos pro­
puestas. Fue luego de 20 años cuando Cruíckshank y Perrin (1960) fueron ca­

paces de aislar e identificar la primera fitoalexina que se denominópisa­
tína, la cual provenía de Pisum sativum infectado con Sclerotinia fructicola.
Desde entonces se han descripto un gran número de fitoalexinas. Su natura­
leza es casi completanente especifica para cada família por lo que poseen
interés taxonómíco adicional. Incluyen gran variedad de productos: isofla­
vonoides, flavonoídes, dehidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, ¡socumari­
nas, terpenoides, furanoacetílenos, poliacetilenos y políenos. Para la famí­
lia Compositae,las fitoalexinas descriptas provienen del grupo de los poliace­
tílenos (derivados de ácidos grasos). Thomasy Allen (1970) estudiaron las
fitoalexinas producidas por Carthamus tinctorius en respuesta a la infección
de Phytophthora drechsleri (podredumbre de la base del hipocótíle).

Las fitoalexinas también son inducidas por factOres abióticos tales
comola luz U.V., shocks_térmicos, heridas y tratamientos con sales inorgá­
nícas. Esto hace pensar que dichos compuestos forman parte de un necanisnn

general de reparación y defensa, ya que pueden ser inducidos por una amplia
gama de agentes.

En cuanto a la relación estructural entre los diversos tipos de fitoale­
xinas, no es posible vislumbrar relaciones claras entre sus estructuras y
fungítoxicidad. La única propiedad general que poseen es un cierto grado
de solubilidad lípidica. Esta propiedad seria un requerimiento necesario
para su toxicidad si la sustancia poseyera la función de interferir, atacar,
o bloquear la permeabilidad de las membranas füngicas.
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Patógenos necrotróficos tanto virulentos comoavirulentos y saprófi­
tos son capaces de metabolizar las fítoalexinas en una variedad de formas.

En algunos casos el producto es tan o más tóxico que el anterior, y en
otros ocurre lo contrario. Deesta forma, la susceptibilidad podria rela­
cionarse con una menor velocidad de sintesis por el hospedante, o por una
mayor capacidad de detoxíficacíón por parte del patógeno.

Con respecto a los mecanismos de inducción de las fítoalexi as por

parte de los patógenos, se han aislado glucanos, proteinas y glicoproteï­
nas microbianas con capacidad inductiva.

Existen numerosas hipótesis tendientes a explicar el rol de estos
ínductores a nivel molecular (Cruickshank, 1980). Dentro de ellas se des­

taca la “inducción mutua” postulada por Metlitskíí (en Cruickshank, 1980)
para la interacción papa-Phytophthora infestans. Este investigador propo­
ne que la reacción de la enfermedad está determinada por cuatro factores:

un metabolíto de lagpjanta que interactúa con un receptor especifico lo­
calizado sobre la membranadel parásito, causando la secreción de En_¿2­
ductor de fítoalexinas quien penetra a las células del huésped estimulan­
do la sintesis de fitoalexínas.

Cruickshank (1980) postula: l) los netabolitos de la planta, en go­
tas de infección y durante el curso de la misma, afectan tanto cuali co­
mocuantitativamente los ínductores secretados durante la germinación es­
poral e infección yv2) los ínductores desencadenan y regulan la bíosïnte­
sis de fítoalexinas ya sea, via sintesis de novo de enzimas por la acti­
vación de enzimas existentes en la planta. Esta “hipótesis de inducción
doble” se representa gráficanente en la Figura h. Debeenfatizarse que
se trata de procesos metabólicos en los cuales están involucrados numero­
sos pasos. Cada uno puede estar sujeto a controles secundarios, diferen­
tes a los pasos primarios de control, y podrán influir en la acumulación
neta de fitoalexínas durante el curso de la infección.
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Figura h: Hipótesis de ia inducción doble (Cruickshank,
1980). Para que ia inducción de los mecanismos
de defensa se produzca, es necesaria ¡a interaí
ción de] hospedante y de] patógeno. Metaboiitos
producidos por la Elanta durante ei curso de la
infección (1), afectan cuali y cuantitativamente
a los ¡nductores secretados por ei Eatógeno (2).
Dichos inductores desencadenan y regulan la sin­
tesis de fitoaiexinas, por parte del hospedante
(3)



2b. Mecanismosde defensa en interacciones gue involucran la acción pato­
génica de diversas especies de Sclerotinía.

Lumsden(1979) revisó la escasa información existente sobre este te­

ma para las distintas especies de Sclerotinía, en diversos hospedantes.
Concluye que existirian tres tipos generales de mecanismos: l) Anatómicos
(resistencia del tejido a la degradación); 2) Compuestosantifüngicos pre­
formados y 3) compuestos antifüngícos postinfeccionales.

I.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;
Zinmer y Hoes, 1978). Se trabaja actualmente en el desarrollo del control
biológico (Huang y Hoes, 1976; Huang, 1978) y la búsqueda de resistencia

genética (Putt, 1958;Le Clerq, 1973; Huang y Dorrel, 1978; ThompsonEL

¿fl., 1978), pero sin resultados satisfactorios.

l.3.3.3.8 Predisposición

La predisposición puede ser definida comola tendencia de condicio­
nes no genéticas (extrinsicas e intrínsecas) que actúan antes de la infec­
ción y afectan la susceptibilidad de las plantas a las enfermedades (Yarwood,
1959)­

l.3.3.3.8.l. Efecto de la edad del hospedante en su predisposición al pa­
to geno

Con respecto a la predisposición ontogéníca es importante distinguir
entre la edad de la planta entera y la del órgano atacado.

Yarwood(92,cit.) reconoce cuatro patrones básicos de la variación
de la susceptibilidad a lo largo del ciclo de vida del hospedante:
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..A V Susceptibilidad juvenil y resistencia adulta
2) Resistencia juvenil y susceptibilidad adulta
3) Susceptibilidad en la juventud y adultez, y resistencia en el pe­

riodo intermedio.

J:­ V Resistencia juvenil y adulta con susceptibilidad en el periodo
intermedio

Bell (1980) en su reciente revisión sobre el tema c0nsidera los mis­

mos patrones básicos que Yarwood (gp¿fit¿) pero confíríéndoles un mayor
dinamismo:

l) Ea defensa se incrementa al aumentar la edad de la planta o del
organo.

2) Las defensas disminuyen con la edad del hospedante

3) La defensa es ciclíca a lo largo del transcurso de vida del hos­
pedante

Son escasos los trabajos sobre la predisposición ontogénica de los
diversos hospedantes frente a Sclerotinia sp. Wade(1955), estudió la pu­

dricíón de frutos producida por g: fructicola en duraznero y observó que
este hongo puede penetrar el fruto cuando aún está verde. Permance en es­
tado de latencia hasta que el fruto madura y se hace apto para el crecí­
miento füngico. Fajardo (1965) consideró prematuro extraer conclusiones
sobre la susceptibilidad de la lechuga, en los distintos estadios de de­
sarrollo, al ataque de Sclerotinia. Segün Putt (1958) y Pawloski y Hawn

(196h), los girasoles en el camposon más susceptibles a í, sclerotiorum
en el estadio de floración que en el de plántula. Auger y None (1970) rea­
lizaron, a campoy en ínvernáculo, una curva de susceptibilidad del gira­

sol de acuerdo con la edad en que era inoculado con é: sclerotiorum; en­
contraron dos momentosde máxima susceptibilidad: botón floral y flor fe­
cundada.

I.3.3.3.8.2. Efecto de los factores extrinsicos en la predisposición

Yarwood, en sus dos revisiones sobre este tema (1959 y 1976) desta­

ca la importancia de los diversos factores extrinsicos sobre la predispo­
sición a las enfermedades parasitarias. Los principales factores son: tem­
peratura, humedad, luz, presión atmosférica, nutricióh mineral y pH. Ótros
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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. Finalnente se destacan también el efecto de enfer­
medades previas, infección por nemátodes y daños o heridas producidas por
frio o calor.

Un incremento en la fertilización nítrogenada 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).

I.3.h. Conclusiones

El estado actual del conocimiento acerca de las diversas enfermeda­

des producidas por Sclerotinía sp. ofrece una idea bastante completa so­
bre distintas etapas de la patogénesís, y aporta una visión general res­
pecto a los mecanismos ofensivos del patógeno.

Sin embargo es muy escasa la información disponible acerca de los
mecanismosde defensa de los distintos huéspedes frente a las especies

de este género, careciéndose de antecedentes previos en el caso del girasol.
Las distintas hipótesis acerca de los factores que afectan el esta­

blecimiento de las interacciones huésped-patógeno (I.3.3.2.) resultaron
provechosas para orientar los pasos preliminares de este trabajo. Esto
condujo a abordar el problema desde distintas lineas de investigación y
permitió contar con un panorama general de la influencia de la edad (III.
l) y el estado nutricional del huésped (lll.2.2. y |||.2.3) sobre la pre­

disposición a la podredumbre basal, asi como sobre la presencia de meca­
nismos de defensa bioquímicos (lll.2.H.) y anatómicos (I||.h.) pre y post­
infeccionales.

Comoresultado de todas las evidencias obtenidas a partir de este
estudio integrado del tema se estimó de interés profundizar en los aspec­
tos bioquimicos, por haber sido considerados los de mayor relevancia (III.
3.).
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Los sucesivos avances en ei conocimiento de este sistema llevaron

a la reafirmación del criterio actual sobre ia multiplicidad y dinamisno
de ios factores determinantes de la toierancia/susceptibiiidad en las plan­
tas. Es por eso que en el capitulo V se presentan esquemas hipotéticos
integradores de los diversos necanismos que se proponen.
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II. MATERIALES Y METODOS

Il.l Materiales

ll.l.i. 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
todologïas se realizaron con el hibrido comercial de girasol (Helianthus
annuus L.) de ciclo largo Super 500 de Cargill. Luego, se decidió continuar
el trabajo con la linea isogénica N°33107de la mencionada firma. Esta de­
cisión obedeció al hecho de que al realizar los estudios en cámara biocli­
mática -c0n el consecuente bajo número de individuos disponibles por ensayo­
fue necesario disminuir la variabilidad genotïpica 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 estudió también material de po­
blaciones de girasol que estaban siendo mejoradas por selección recurrente
para resistencia a esta enfermedad por Cargíll, en su campoexperimental de
Pergamino.

A fines comparativos se realizaron algunos estudios con Helianthus
tuberosus, especie silvestre aparentemente tolerante a esta enfermedad. El
material vegetal empleado se mencionará en cada caso.

II.l.2. Material füngico

En todos los ensayos se utilizó la cepa altamente virulenta de Sclero­

¿1213 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 húmedo, previa­
menteesterilizados.
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Il.l.3. Material de laboratorio

Para los análisis el material vegetal fue homogeneizado en un homobe­
neizador Sorval. Todos los estudios analíticos se llevaron a cabo por cro­
matografía, ya sea sobre papel Whatman N°3 MM(#6 x S7 cm) o en placas del­

gadas de celulosa Schleíder and Schüll. 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 lámpara Gallenkamp. Los espectros de
las sustancias aisladas fueron leidos en un espectrofotómetro BeckmanM36.

En todos los casos se utilizaron drogas pro-análisis.
Los estudios de microscopía de fluorescencia se realizaron en un mi­

croscopio Zeiss (lámpara de mercurio HBZOO,G365-FT395 LPhZO).

Il.2. Métodos

ll.2.i. Cultivo del hongo

a) Medios de cultivo para ensayos de Crecimiento ¡n vitro del patógeno.

El medio de cultivo ensayado fue agar extracto de malta en distintas
concentraciones (AM) (Nobles, 19MB).

Para su preparación las cantidades-necesarias de extracto de malta
(0,1; 0,2; 0,3; 0,11; 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°Cy l atmósfera de presión durante 20'.

Las cajas eran inoculadas en forma estéril, con el patógeno que habia
crecido durante 7 dias sobre medio agar papa glucosado (APG). Luego se las
incubó a 2h°C, durante 10 dïas.

Se efectuaron mediciones diarias de los radios de las colonias hasta

el 7°dïa después de la inoculación. Se determinó también el número y peso
seco de los esclerocios formados al 10°dia.
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b) Medio de cultivo para los ensayos biológicos

Se emplearon dos tipos de medios: agar-extracto de malta al 0,1% y
medio mineral definido de Hancok (1966). La composición de este Último me­
dio se describe en la Tabla II.

||.2.2. Cultivo de las plantas

Los aquenios de girasol se ubicaron en cajas germinadoras que contenïan una
capa de algodón cubierta por papel de filtro humedecido con agua desmínera­
lizada. Dichas cajas se colocaron en cámaras incubadoras a 26°C. Una vez

germinadas, las plantitas se transfirieron a macetas pequeñas y ubicaron
en la cámara bioclimática bajo las condiciones de cultivo estandard que se
determinarán más abajo. A la semana de crecimiento se seleccionó a las plán­
tulas más vigorosas y homogéneaspara su trasplante definitivo a macetas
plásticas de un litro de capacidad que contenïan tierra adicionada con tur­
ba en una proporción lzl (vol./vol.).

Las condiciones de cultivo de las plantas fueron:

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

-Fotoperiodo: se utilizaron dos: 12 hs luz/12 hs oscuridad, y
16 hs luz/8 hs oscuridad.

-Radiac¡6n fotosíntéticamente activa (#00 a 700 nm): 900 uE.m­
seg'1 al nivel de las hojas superiores.

2

-Fuentes de luz: la cámara estuvo provista de 5 lámparas HPLN
de #00 w y h incandescentes de 75 w.

-Riego: las plantas se regaron diariamente con agua desminerali­
zada y dos veces por semanacon solución nutritiva de Hoaglanleab-|||)­

-Rotación: las plantas fueron cambiadas de posición dentro de
la cámara diariamente a fin de evitar eventuales efectos de gra­
dientes ambientales que pudieran existir dentro de la misma.

Conel objeto de comparar los resultados parciales obtenidos con las
plantas crecidas en cámara bioclimática con otros provenientes de plantas
cultivadas bajo condiciones naturales, se realizaron estudios similares con
estas ültimas plantas a fin de detectar similitudes o diferencias entre los
distintas mecanismosde defensa encontrados. Se analizaron individuos
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Tabla ll: Medio mineral definido (Hancock, 1966).

Agua destilada 1000 m1

KHZPOA 1,36 gr

NaZCO3 1,06 gr

Pectína 5,00 gr
Asparagína 1,00 gr

El pH de los medios fue ajustado a 5,6 con HC] o NaOH0,1 N.
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Tabla lll: Medionutritivo de Hoagland.

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

Solución final
(mI/I de agua dest.)

-KH2P0k
-KNO

-(NHh)H2P0h
-Ca (N03)2

-M¡cronutríentes;

H BO

Mn C12.hH20

ZnSOh.7H20

CuSOh.SH20
-FeEDTA

Na EDTA

SOhFe.7H20

136,00
101,10

115,0h

16h,10

120,39

2,86

1,81

0,22
0,08

7.45
5,57

nm

—¡
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¡noculados experimentalmente, cultivadas en el campoexperimental de la

empresa Cargill, que estaban siendo mejorados por E. Teyssandier para resis­

tencia a É. sclerotiorum en las campañas: 80-81; 81-82 y 83-84 y del mismo
material sembrado en Orán (Salta) en el invierno de 1981.

Il.2.3. Métodos y zonas de inoculación

I|.2.3.i. Métodosde inoculación

i) Se colocaron lO gr de arroz y 10 ml de agua desmineralizada en erlenme­

yers de 125 ml. Luegode esterilizarlos en autoclave a una atmósfera de
presión, durante 25 minutos, se los ¡noculó con un disco de 5 mmde diá­

metro de medio AM1% infectado con á. sclerotiorum. El inóculo se ubicó
en el centro de la capa de arroz. El hongo habia crecido previamente so­
bre el medio de inoculación durante 7 dias a 26°C. Luego de igual perio­

do de incubación el arroz infectado se depositó sobre una caja de Petri
y homogeneizó. Cada tallo de girasol fue inoculado ubicando un grano de
arroz sobre la base de cada epicótile, al nivel de la superficie del sue­
lo. El inóculo se mantuvo unido al tallo con una bandita de PVC,

que además tuvo la función de evitar su desecación. Los tallos testigo
fueron inoculados de igual modocon granos de arroz estériles.

ii) Se obtuvo un gran nümerode esclerocios de plantas de girasol infecta­
das artificialmente a campocon la cepa utilizada en este trabajo. Se
seleccionó un nümero adecuado, de tamaño homogéneo. Los esclerocios fue­
ron esterilizados superficialmente durante 1 minuto con hipoclorito de
sodio (5%). Se ubicó un esclerocio en la base del epicótile de cada ta­
llo, a la altura de la superficie del suelo. El inóculo se mantuvo uni­
do al tallo por medio de una pelicula delgada de PVC.

|I.2.3.2. Zonas de inoculación

En los ensayos realizados bajo condiciones controladas se inoculó siem­
pre en la base del epicótile, sobre la superfice del suelo. En condiciones
de campo se comparó la inoculación en el epicótile e hipocótile en un hibrido



-u6_

comercial (Super #00, Cargill) y una linea (madre del mencionado hibrido).

En ambos casos se evaluó la susceptibilidad al ser ¡noculados con el pató­

geno. El ensayo fue diseñado y llevado a cabo por E. Teyssandier en el cam­

po experimental de la firma Cargill, en Pergamino, y evaluado en nuestmo
laboratorio. Las plantas fueron ¡noculadas en la primera semanade floración
(estadio de maíima susceptibilidad). Para cada material vegetal y zona se
¡nocularon 20 plantas. Los parámetros evaluados fueron: longitud de las le­
siones, color de las mismas y estado del tallo (hueco o firme).

ll.2.3. Edades de inoculación

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

ll.2.h. Evaluación de la susceptibilidad

Según lo expresa Populer (1978), un mayor grado de susceptibilidad a
una determinada enfermedad füngica puede manifestarse a través de uno o más
de los cuatro componentes de susceptibilidad que se mencionan a continuación:

l
V Un mayor número de infecciones resultantes de una determinada cantidad

de inóculo. Por ejemplo mayor número de manchas foliares.

2) Lesiones más grandes o que se agrandan más rápidamente.
3) Periodos de latencia más cortos. Por ejemplo menor tiempo desde la infec­

ción hasta la esporulación.
h) Una mayor producción de esporas por unidad de tejido o lesión.

Con respecto a la podredumbrebasal en particular, otros autores utili­
zan, en general, un indice de severidad de marchitez expresado.del siguien­
te modo:

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

N°total de plantas ¡noculadas

Asi, Orellana (1975) establece 5 grados, desde 0: plantas sin sintomas
a 5: plantas muertas. Por el contrario Marciano e} al. (1983) establecen
100 grados entre los mismos extremos. Ninguno de los autores citados define
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Tabla IV: Características promedio de las plantas en los estadios ínoculados,
cultivadas en cámara bíoclímática.

Estadio Edad N°de hojas Altura del Botón floral
(días) expandidas tallo (cm) (díám. en cm)

l: Vegetatívo 30 10 18 ausente

ll: Botón floral
cerrado 37 12 25 visible

lll: Botón floral
cerrado 4h 1h #2 0,6

IV: Botón floral
abierto 51 27 50 2,2
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los sintomas en los que basa los grados de severidad intermedios entre los
extrenos. Por otro lado Auger y Nome(1970) consideran, únicamente, el nü­

mero de plantas muertas al 15°dïa después de la inoculación.
El empleo de un ünico indice parece incompleto, pues no permite refle­

jar los distintos componentesde la susceptibilidad expresados más arriba.
Por ello se creyó aconsejable incorporar el mayor númerode caracteres sin­
tomáticos que presenta esta enfermedad, a fin de lograr una evaluación in­
tegral.

fl)

a)

b

C
VV

'hfl)
VV

g)

Las plantas se evaluaron hasta el dïa de la cosecha (5°dïa después de
inOCulación) a través de los siguientes parámetros:

El porcentaje de plantas enfermas
La velocidad de aparición de lesiones visibles
La velocidad de desarrollo de las lesiones: se midió la longitud de las
mismas desde su margen inferior al superior a partir de su dia de apari­
ción y hasta el dia de la cosecha.
El porcentaje de lesiones limitadas y de aquellas que rodeaban la totali­
dad del tallo, al 5°dïa. Esta observación sirve para indicar el grado
de resistencia al desarrollo lateral (Fig. S).
El porcentaje de tallos huecos y la velocidad de aparición de este síntoma.
La velocidad de aparición de la marchitez, asï como su tipo y grado.—Con
respecto al tipo se determinaron arbitrariamente-dos-grandes-clases: in­
cipiente (hojas levemente fláccidas) y permanente (hojas totalmente flác­
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
mismapor 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
h: plantas con 51-100%de marchitez permanente

El indice de marchitez (IM) se calculó según la fórmula descripta al co­
mienzo de este punto.
De la combinación de los sintomas tallo hueco y 100%de hojas con marchi­
tez permanente surge el criterio de “planta muerta“. Se determinó el por­
centaje de muertes acontecidas al dïa de la cosecha y la velocidad de
aparición de las mismas.
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e: INOCULO

Fiqura 5: Colonización füngica y zonas de? tallo estudiadas. L: en linea ïiena,
dirección de] crecimiento miceïia‘ en ei tallo; en iínea discontinua,
distribución de] ácido oxálico hacía las zonas superio :5 del tallo
y follaje. B: esquema de un individuo tolerante; C: escuema de un in
dividuc susceptible. L: lesión; SA: zone sana adyacente a L y PH: seg
nento ubicado por encima de] primer nudo verdadero.
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h) Por último, y como consecuencia de la observación de los sintomas propios
de esta enfermedad se determinó el porcentaje de plantas con las siguien­
tes caracteristicas opuestas: “manchahúmedaPy “manchaseca“; “lesiones
claras“ y “lesiones oscuras” (o de bordes oscuros); y por último “lesio­
nes con bordes definidos” y “lesiones con bordes difusos“.

Il.2.5. Métodos para el estudio de los distintos componentesde la defensa

Il.2.5.l. Estado nutricional del hospedante

II.2.5.1.1.Contenido de azúcares solubles totales

El contenido de azúcares totales de los extractos acuosos obtenidos de

las lesiones de tallos inoculados y de tejidos similares de tallos testigo
de las distintas edades se determinó según el método que se describirá
a continuación. Las plantas habian crecido en cámara bioclimática, con

16 hs de periodo lumïnico.
Para la cuantificación de azúcares totales se utilizó el métodocolori­

métrico del fenol sulfúrico (Duboís gt_gl,, 1956). Alïcuotas de los mencio­
nados extractos (aproximadamente 5 ul) se agregaron_a 0,8 ml de agua desti­
lada. Luego se agregó 0,05 ml de fenol al 80% (sol. acuosa) y por últino

2 ml de ácido sulfúrico concentrado. Las muestras se agitaron y calentaron
lO' en baño de Marïa a 100°C. Una vez retiradas se Jas dejó reposar durante
30' y se determinó su absorbancia a #90 nm. La cantidad de azúcares solubles
se determinó a partir de una curva patrón de glucosa.

Il.2.5.l.2. Contenido de aminoácidos libres

Se los determinó en los extractos acuosos obtenidos según el método des­
cripto en el J|.2.5.2.1.2. (Hara y Matsubara, 1980). Se analizaron las
lesiones de tallos inoculados y tejidos sí ¡lares de tallos testigo de dis­
tintas edades, cultivadas en cámara bioclimática con 16 hs de periodo lumïnico.

El método empleado para cuantificación consistió en agregar l ml de so­

lución de ninhydrina (0,h% de ninhydrina, 0,008% SnClz, 15%de metílcelosol­
ve), y 0,h Mde buffer acetato de sodio, pH5,5 a alicuotas del extracto

.en cuestión. La mezcla se calentó durante 15' en baño de agua a 100°C. El
color de la reacción se leyó luego a 570 nm. La cantidad de aminoácidos
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libres en las alïcuotas se determinó a partir de una curva patrón de B ala­
nina comercial. Diversas alicuotas de una solución madre del mencionado

aminoácido (10-50 pg) se procesaron como se indicó precedentemente.

|I.2.5.l.3. Contenidode Calcio

La concentración total de calcio en los tejidos se determinó por
medio del método utilizado por Bateman y Lumsden (1965).

I|.2.S.2. Mecanismosbioquímicos de defensa

II.2.5.2.1. Obtenciónde extractos vegetales

II.2.S.2.1.1. Extractos acuosos obtenidos en frïo

El tejido proveniente de la zona del tallo a estudiar (h-8 plantas
por extracto) fue molido y luego se lo homogeneizó en buffer tris HCl i mM

(pH 7), en un homogeneizador. Se utilizó aproximadamente 50 ml de buffer

por cada 20 gr de tejido fresco. Luegode 5', el extracto se filtró y ultra­
centrifugó a 10.000 xg. El precipitado se descartó. El contenido de materia
seca de los sobrenadantes se determinó gravimétricamente. Este extracto acuo­
so finalmente obtenido se separó en dos volúmenes que se emplearon en bio­
ensayos. A uno se lo esterilizó en autoclave durante 25', a una atmósfera
de presión, y al otro por medio de un filtro Sartorius con poro de 0,2 um
de diámetro.

ll.2.5.2.1.2. Extracción con el sistema agua-etanol-cloroformo

Las muestras a ser extraïdas se conservaron a -20°C. La humedadde

las mismas se determinó tomando una alïcuota que se llevó 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 patógeno de todos los individuos, los
que se agruparon en una muestra ünica (8-12 plantas por edad), con el fin
de contar con el material necesario para análisis posteriores. Igualmente
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 ebullición del solvente correspondiente. Los extractos clorofórmíco
y etanólico se llevaron a sequedad en un evaporador rotatorio con vacio,
a 35°C, y se resuspendieron en agua para realizar los correspondientes en­
sayos biológicos. El experimento completo se repitió dos veces. El esquema
de las extracciones se resume en la Fig. 6.

II.2.S.2.1.3. Extractos metanólicos

Se siguió la metodologiadescripta en II.2.5.2.2.].

II.2.5.2.2. Compuestosfenólícos

I|.2.5.2.2.l. Extracción

Un aspecto importante a considerar para la extracción de los compues­
tos fenólicos 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 conservó a -20°C, hasta el momentoen que se lo
analizó. i

Se tomó una cantidad medida de material (0,5-5 gr de peso fresco)
la que inmediatamente se transfirió a metanol 80%en ebullición a fin de
inactivar-las mencionadas enzimas. El material fue luego cortado con bistu­
rï en trozos pequeños y macerado con metanol 80% en un homogeneizador. El

método se basó en la técnica general para el estudio de estos c0mpuestos
(Ribereau-Gayon, i972) que consiste en extracciones metanólicas sucesivas.
La mezcla vegetal se hirvió suavemente sobre una placa caliente y luego se
filtró en vacio. Para la puesta a punto del método se ensayaron extraccio­
nes sucesivas, con distintos-tiempos de duración. Al finalizar cada una,
el extracto se filtró y guardó para la posterior cuantificación de fenoles
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Figura ÉtEsquemade extracción del material vegetal con el sistema

agua - etanol - cloroformo.
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en el mismo (confrontar el método en el punto ll.2.5.2.2.2). Los compuestos

fenólicos se extrajeron, cuantificaron y analizaron en las distintas zonas
de tallos testigos e inoculados de las tres edades cultivadas en cámara bio­

climática, en plantas cultivadas a campoy en fi. tuberosus. En todos los
casos se excluyó la médula.

II.2.5.2.2.2. Cuantificación

a) Métodocolorimétrico para la cuantificación de fenoles totales solubles
en agua o metanol (Kritzman y Chet, 1980), o compuestos fenólicos aisla­
dos individuales o en mezclas.

Se analizó individualmente el contenido de fenoles totales en las

zonas de las lesiones (L), “sanas adyacentes” (SA) (segmentos de tallo de
l cmde longitud a partir del margen superior en la lesión) (Fig. 5) y del
“primer nudo“ (P) (segmentos de tallo de l cm de longitud por encima del

primer nudo verdadero).
AIÏCUotas del extracto a estudiar (20-50 ul) se llevaron a 0,1

ml con agua destilada. Luego se les agregó l ml de C03NHasaturado y agitó
durante 3'. Finalmente, a cada muestra se le adicionó 3 ml de una mezcla

consistente de 50 partes de una solución compuesta por 20 gr de NaCO3y h
gr de tartrato de Na y K en un litro de agua destilada, y una parte de otra

con 5 gr de CuSOh.5H20en un litro de agua destilada. Luego de incubar a
37°C durante 7'; se agregó 0,1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (l N). La
muestra se dejó reposar durante 30' y se determinó luego la absorbancia

a 650 nm. La cantidad de fenoles totales en la muestra se calculó sobre la
base de una curva standard de ácido clorogénico. Para esto se preparó una
solución madre del mencionado compuesto, de la cual se extrajeron alïcuotas
que contuvieron 5, lO, 15 y 20 ug del mismo.

b)Métodoespectrofotométrico para la cuantificación de compuestos individuales.

Las concentraciones de los ácidos clorogénico e isoclorogénico, eluï­
dos de los cromatogramas de extractos provenientes de tallos sanos y enfer­
mosde los distintos estadios estudiados, se determinaron a partir de sus
espectros de absorción a la luz ultravioleta. Para ello se aceptó que sus
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coeficientes de extinción milimoleculares para 328 nmson 20 y #0 respecti­

vamente (Corse et 31., 1965).
En el caso de compuestos fenólicos no identificados, se quiso conocer

si sus concentraciones relativas varíaban de acuerdo con la edad o estado

sanitario del hospedante. Para ello se compararon los picos de absorción má­
xima de los compuestos supuestamente iguales aislados en alïcuotas provenien­
tes de idénticas cantidades de peso fresco de tejido inicial extraido.

c) Métodopara la corrección del cálculo de las concentraciones in vivo de
los compuestos fenólicos.

Las superficies de los tejidos xilemáticos y “corticai” (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 cámara clara de un microscopio óptico, sobre papel de
calco vegetal. Dadoque las proporciones de cada tejido varian con las dis­
tintas alturas del tallo se consideró que su volumen podria asemejarse al
que corresponde a un cono circular recto truncado. A fin de calcularlo se

a plicó la siguiente fórmula:
lT. 2>

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

2
n . h.(R

V: 1 + RïxR

R : radio promedio de la sección transversal del tallo correspondiente al li­
mite superior promedio de las lesiones.

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

Se supuso que los pesos especificos de los tejidos tanto xilemáticos
comono xilemáticos eran similares, de tal forma que sus volúmenes relativos

eran equivalentes a sus pesos relativos. Una vez estimado el peso de cada te­
jido se sustrajo, del peso inicial de tejidos extraídos, el peso del xilema
que no contiene fenoles. De esta forma fue posible referir la concentración
de fenoles respecto al peso fresco de tejidos que los acumulan.



d) Cálculo del porcentaje de recuperación de ácido clorogénico comercial su­
jeto a cuantificación espectrofotométrica.

Con el objeto de conocer la eficiencia del método empleado se sembró

una cantidad ajustada de ácido clorogénico comercial en papel de cromatogra­
fía WhatmanN°3 MM.El cromatograma se desarrolló mediante técnica unidimen­

sional descendente, en BzAczA(Tabla V). Luego de secado, la localización

del compuesto se determinó bajo luz U.V. La mancha fluorescente fue recorta­

da y eluida según se describe en ll.2.5.2.2.3. La absorbancía de una
alícuota adecuada fue determinada en el espectrofotómetro, a 325 nm. El con­
tenido de ácido clorogénico en la misma se calculó a_través de su coeficien­

te de extinción milimolecular (20, valor para Corse et_al¿, 1965). Se cal­
culó el porcentaje de pérdida respecto a la cantidad inicial utilizado del
compuesto.

ll.2.5.2.2.3. Estudioscualitativos

a) Estudios generales en extractos no hidrolizados

La separación y caracterización de los compuestos fenólicos presentes
en los extractos acuosos y metanólicos se llevó a cabo por medio de métodos
cromatográficos, analítocos y espectrofotométricos estandard (Ribereau-Gayon,
1972).

Los extractos fueron concentrados en un evaporador rotatorio, bajo
vacío, a h0°C. Alícuotas de los concentrados fueron sembrados sobre papel
de cromatografía para su análisis. Se empleó una técnica bidimensional des­

cendente. Los sistemas.de solventes empleados fueron: en la l°dirección 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 caracterización
fueron:

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

- la comparación de los Rf obtenidos en diversos solventes con aquellos indi­
cados en la bibliografía. Debido a que estos datos pueden variar ligeramen­
te de una experiencia a otra, se realizó una confirmación suplementaria
a través de la cromatografía simultánea de los compuestos aislados y adqui­
ridos comercialmente.

coloraciones obtenidas a partir de la utilización de diversos reveladores.
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Tabla V: Lista de los solventes cromatográfícos usados en este trabajo.

Abreviaturas Fórmula

BzAczA butanolzác.acétíco:agua
6 l 2

2% Ac. 2 ml ác. acético en 95 ml de agua

BezAczA Bencenozác. acéticozagua (fase superior)
6

OHNazFozA hídróxíco de sodio 1 N: ác.f6rmíco:agua

B:Fo:A butanolzác. fórmíco:agua
10 3 10
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Se emplearon los siguientes reactivos: C]3Fe 1%; p-nitroani]ina dia­
zotizada; A]C] Foiin-Ciocalteu (Ribereau-Gayon, 1972) y e] test de Hoepfner­3,
VorSatz o de] ácido nitroso (Reeve, 195]) (Tabla VI).

b) Análisis de los compuestos fenóiícos en extractos hídro]¡zados.

Los compuestos fenólicos raramente se ha]]an en forma libre en ]os

tejidos vegetales. Practicamente siempre se los encuentra en forma conjuga­
da comoésteres o glucósidos.

La determinación de las molécuias constitutivas de los derivados hi­

droxicinámicos asï comoe] tipo de unión existente entre e]]os puede ser rea­
]izado a través de ]a hidrólisis de esos compuestos.

Hidrólísís básica: aiïcuotas de los extractos acuosos y metanólicos
completos se evaporaron a sequedad y redisoivieron en un mismo vo]umen de

agua. En vacio, en un evaporador rotatorio se agregó dos m] de NaOH2 N a

la so]ución y se dejó actuar a temperatura ambiente durante 3 horas. Después
de transcurrido ese tiempo, ]a so]ución se acídificó hasta pH 3 con HC] con­
centrado.

Hidrólisis ácida: se efectuó en un baño Maria a 100°C, en presencia
de HC] 2 N, durante ] h.

Los compuestos aromáticos, liberados de sus formas combinadas fueron
extraídos de los hidrolizados por partición con eter etïlico. Se realizaron
3 extracciones sucesivas.

Identificación de aEidos fenó]icos ]ibres

Los ácidos fenólicos libres, presentes en ias fases etéreas se sepa­
raron por cromatografía en capa deigada de celulosa. E] extracto etéreo reu­
nido y concentrado se sembró, y desarrolló por medio de una técnica bidimen­
siona] ascedente. Los sistemas de so]ventes empleados fueron: en ]a ]°direc­
ción BezAczA y en ia 2°0HNa:Fo:A (Tabla V).

Los ácidos fenólicos ]ibres se detectaron observando ias placas bajo
luz U.V. (366 nm) y revelándolas con e] reactivo de] ácido sulfanïlíco (Ta­
b]a VI). Las caracteristicas de posición en ]a placa, coloración de
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Tabla VI: Lista de reveladores utilizados en este trabajo.

p-nitroanilina diazotizada:

l ml 0,5% p-nitroanílína (0,5% a/V en ZH/HCl)
0,1 ml 5%nitrato de sodio
5 ml 2 Mcarbonato de sodio
5 ml de agua

Folin Ciocalteu:

preparación comercial en agua (1:5)

Reactivo del Acido sulfanilico:

01 V Ac. sulfanilico 9 mg
HC] concentrado 90 ml
Agua 900 ml

b) Nítrato de sodio 5%en agua

c) Carbonato de sodio 10%en agua

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

Reactivo del ác. nítroso o de Hoepfner-Vorzat

Tricloruro de aluminio:

Cloruro férrico:

Bromocresol verde (reactivo para

a) nitríto de Na 1%en ác. acético 10%

b) hidróxido de potasio 5%en agua
Rocíar primero con a), dejar secar y aplicar b)

solución alcohólica de AICl al 1%
3

1% en agua

ácidos orgánicos)

a) Bromo cresol verde 75 mg
Brown fenol azul 25 mg
Etanol 100 ml

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

Se mezclan 9 vol. de a) y I vol. de b)
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fluorescencia y reacción con el revelador se contrastaron con aquellas de
ácidos fenólicos comerciales. Comomarcadores estándard de los ácidos ciná­

micos se emplearon los ácidos cumárico, cafeico, ferülico y sinapico; y de
ácidos benzoicos los ácidos p-hidroxibenzoíco, protocateico, vanilico y si­
rïngico. Para estructuras ver la Figura 7.

c) Identificación de compuestos fenólicos 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. Alïcuotas de estos compuestos aislados fueron anali­
zados espectrofotométricamente. Se las ubicó en microceldillas de cuarzo de
l cm de abertura. En todos los casos se usó como blanco, metano] 80%. Los

espectros de absorción fueron determinados entre th-ZSO nm. Los derivados
hidroxicinámicos absorben la luz U.V. y el estudio de los espectros de absor­
ción de un determinado compuestos aporta indicaciones interesantes de su es­
tructura. Asi, Jurd (1957), Sutherland (1958) y Guern (1965) han estudiado
la influencia de la esterifícación sobre los espectros de los ácidos fenóli­
cos a distintos pH. En consecuencia se estudiaron los espectros en solucio­
nes metanólicas ácidas y alcalinas a fin de conocer la existencia y magnitud
de los desvíos batocrómicos. A otras alïcuotas de los compuestosaislados
se las hidrolizó según se detalló en s||,2.5.2.2.3.b. El componente
fenólico del compuesto se caracterizó 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 (azúcares, ácidos orgánicos), luego de hidro=
lizar. Para ello es necesario eliminar primero el exceso de alcali. Este se
extrajo utilizando una resina de intercambio catiónico Dowex50 w-78, 20-50
U.S Smesh (H). La resina hidratada en agua se acidíficó con ClH l N durante

2 hs. Luego se decantó el ácido y se lavó varias veces con agua destilada
hasta llegar a pHneutro. El extracto hidrolizado se mezcló con el doble de
su volumen de solución de resina. Luego de una buena agitación se filtró en
vacio. La resina se lavó con igual volumen de metanol 80%y se filtró nueva­

mente. Los filtrados se reunieron y concentraron en un evaporador rotatorio.
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R, R = R' = H; p-hidroxíbenzoíco

(A) R = OH, RI - H; protocateico
OH

H0 C0 n = 0CH3, R' = H; vainílico

R R = r' = 0CH3; sirïngico

(B) R R = R' = H, p-cumáríco

H0 CH=CH_C00H R = OH, R = H, cafelco

F = V-H3, 5' = u, ferüïícc

R R = R' = 0CH3; sinápíco

Figura 7: Estructuras de los ácidos benzoícos (A) y cinámícos (B)
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El material asi obtenido se sembró en placas de celulosa. Para el estudio

cromatográfico se empleó una técnica unídimensional 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 ácidos del solvente. Finalmente se procedió a revelar las placas con
un reactivo apropiado para la detección de ácidos orgánicos, que se detalla
en la Tabla VI (Ribereau-Gayon, i972). A fines comparativos se emplearon

los siguientes marcadores: ácidos quïnico, cïtríco y succïnico.

l|.2.5.2.2.h. Localización anatómica

Fijación

Se probaron los siguientes fijadores:

l) FAA(formol-ácido acético-alcohol)
2) Alcohol 70%
3) Glutaraldehido 5%

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

Estudios referidos especificamente a técnicas para el análisis de fe­
noles en cortes anatómicos aconsejan el uso del glutaraldehido comomedio

de fijación del material a estudiar (Brisson gt_al¿, 1977). En nuestro ca­
so no se obtuvo la eficacia deseable ya que se observó cierta difusión de
los fenoles al medio. Comoconclusión final se decidió estudiar el material

en fresco. Esto trajo aparejado ciertos inconvenientes dada la necesidad
de realizar todos los estudios el mismodia en que se obtuvieron las muestras.

Inclusión

En los primeros ensayos se utilizó el método de inclusión en parafi­
na. De inmediato se lo descartó 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 traia aparejada la extracción de los compuestos interesados.
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Consiguientemente, se optó por realizar los cortes a manoalzada.

Montaje y métodos de localización

Para la localización de los fenoles en cortes transversales de tallo

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

a) Los métodos hístoquïmicos se basan en la reacción de los compuestos fe­

b
V

nólicos c0n diversos reactivos para dar origen a compuestos coloreados.
Se emplearon los siguientes reactivos:

FeCl3
Reactivo de Hoepfner y VortSatz (Reeve, 1951) (Tabla Vl).

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

El reactivo de FeCl3 reacciona con compuestos fenólicos produciendo un
color verde grisáceo 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,
de los compuestos se enmascara por su rápida di­la localización exacta

fusión al medio. Para evitar dicha difusión se intentó inmovilizar los

fenoles mediante el montaje en gelatina glicerinada.

Este método de autoflorescencia se basa en la propiedad de una gran par­

te de los compuestos Fenólicos, de emitir una fluorescencia de color ca­
racterístico al ser expuestos a la luz U.V. en ausencia y presencia de
vapores de amonio (0,1 M de solución de hidróxido 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

gt al., 1979; Harris y Hartley, 1976).
Los cortes transversales de los tallos se observaron en un microscopio
de fluorescencia.
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Tabla VII: Reacción de distintos compuestos fenólicos con el reactivo de
Hoepfner-Vorzat (extraído de Reeve, 195]).

Sustancia Color de la reacción

Catecol

Acido clorogénico

Hídroquínona

Orcinol
Parafeníldíamina

Fenol

Floroglucinol
Acido pirogállíco
Quercetína
Quercitrina
Resorcínol
Rutina
Acido tánico
Vanillína

Rojo oscuro persistiendo más de una hora
Cono con catecol

Rojo-castaño, castaño claro al pasar varios minutos
Castaño rojizo muy oscuro

Anaranjado rojizo, haciéndose luego castaño rojíZo
turbio
Amarillo claro

Amarillo, cambiando a castaño oscuro

Rojo brillante, cambiandoa castaño oseuro
Ambar a castaño

Castaño rojizo
Anaranjado, cambiando a castaño
Castaño rojizo
Amarillo claro a castaño
Amarillo claro



Hidrólísis de los com uestos fenólicos unidos a las paredes celulares (Ha­
rris y Hartley, 197Él.

Los residuos de ácidos fenólícos unidos a ciertas paredes celulares
se liberaron de las mismas mediante la incubación de cortes transversales

de tallos con una solución de hidróxido de sodio 1,0 M, a 20°C, durante 16

hs. Cortes similares fueron incubados en celulasa conercial cruda (Aspergi­
¿las niggr, Sigma 2,5 mg.ml-] en buffer 0,2 M NaOH-ACOH,a pH h,8, que con­

tenía NaN3al 0,022) a 37°C, durante 16 hs. Los cortes se observaron luego
en un microscopio de fluorescencía.

II.2.5.2.3. Bioensayos

Alícuotas de los distintos extractos obtenidos se concentraron a se­

quedad en un evaporador rotatorio, a h0°C. En caso de tratarse de extractos
clorofórmícos se los llevó a sequedad a temperatura ambiente. Los residuos
se disolvieron en agua. A dicha solución se le agregó luego extracto de mal­
ta al 0,1% y finalmente agar al 22. Los residuos clorofórmicos en agua es­

tuvieron sujetos a la acción de ultrasonido, a fin de lograr una suspensión
homogénea. En algunos casos, los residuos fueron dísueltos en el medio mi­
neral definido de Hancock(confrontar II.2.l.b). 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 lO ml de nedio mineral definido (Hancock,

1966; ll-2.l-b-, el cual contiene pectina comoünica fuente carbonada,
de manera de obtener una concentración final de 300 o #00 mg de peso fres­

co inicial/ml de medio. En el caso de los compuestos identificados cono á­

cido clorogéníco e isoclorogénico, y de los ácidos fenólicos 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 contenían 15 ml de medio cada una. Luego el método se

modificó empleándose tubos de 9X2 cm que contenían solo 2 ml de medio cada

uno. Esta modificación resultó muyconveniente 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 ajustó a 5,5 con HCl o OHNa0,1 N. Luego de

esterilización en autoclave, los tubos se dejaron solídíficar en posición
horizontal.

Cada tubo o caja fue inoculada esterilmente en su extremo con un dis­

co de agar extracto de malta 1% (5 mmde diámetro) cubierto por el mícelio

del hongo. Este habia crecido previamente en dicho medio durante S dias,

a 25°C. Las cajas y/o tubos se íncubaron a la temperatura indicada. Los

radios de las colonias füngicas fueron medidos diariamente hasta el 7°dia
después de la inoculación. Se utilizaron entre 5-10 repeticiones por trata­
miento.

Sobre la base de los crecimientos promedio del hongo al 6°o 7°dia

se calculó el porcentaje de acción provocada por el medio c0n extracto, o
compuesto a probar, respecto al testigo (medio basal sin agregados), de la
siguiente manera:

0A= -—---—- x 100

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

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

Si el signo del porcentaje resultante fue positivo, la acción se con­
sideró promotora. De lo c0ntrarío, el efecto fue inhibidor.

Otro parámetro considerado fue el efecto de los extractos o compues­
tos en los medios sobre el número y peso seco de los esclerocios, respecto
al obtenido en el medio testigo.

ll.2.5.3. Mecanismoshistológicos de defensa

Conel fin de detectar eventuales barreras mecánicas de tipo pre

o postinfeccíonales se realizaron estudios anatómicos 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 lesión y tejidos
sanos adyacentes; y tejidos similares de plantas testigo. Para cada zona
se realizaron h cortes. Se estudiaron ü plantas por tratamiento. El experi­
mento completo se repitió 3 veces.
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Los cortes fueron incluidos en parafina, cortados con mícrótomo de
deslizamiento y teñidos con diversos colorantes: violeta de cresil (Dizeo
de Strittmatter, 1980); fast-green y fucsina básica.

Para los estudios sobre el grado de lígnífícacíón de los tejidos se
emplearon cortes no incluidos. Se utilizó el nétodo del floroglucinol ClH
(Orellana, 1975). Este se basa en la propiedad del mencionado compuesto de

reaccionar con los aldehidos unidos al polímero de lignina, produciendo un

color rojo profundo. Dadoque ciertos polímero 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 polímero Fenólico formado princi­
palmente por la condensación de radicales libres de alcoholes hidroxicina­
mílicos, posee la característica de fluorecer al ser expuesto a la luz U.V.

Para la determinación de la variación del volumen de los distintos

tejidos con la edad de la planta se utilizó el nétodo descrípua II.2.5.2.
2.2.c.

l|.2.6. Análisis estadístico

Los promedios de los tratamientos se compararon estadísticamente me­
diante el Análisis de la Varianza (Sokal, 1965). Para los contrastes se uti­
lizó el Test de Scheffeé (Sokal op.cit.).En el caso de porcentajes se uti­
lízó la transformación arcoseno. En los casos en que no se cumplieron las

hipótesis del análisis de varianza se usó el test no paramétrico de Kruskal­
Wallis (Hollander y Wolfe, 1973). Para el estudio de curvas se empleó el
análisis de regresión, correlación y test de igualdad de pendientes para
varias líneas de regresión (Sokal, op.cit.). La independencia se comprobó
c0n el Test de la G (Sokal op.cit.). ‘
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III. RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALES

I||.l. Efecto de la edad del hospedante en la predisposición

lll.l.l. Introducción

De acuerdo con lo expresado en los antecedentes bibliográficos las
plantas varian con la edad en su susceptibilidad a la 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
sición a un determinado patógeno pueden ser realizados en el campoo en

cámara bioclimática. Los invernáculos ofrecen situaciones intermedias ya
que en ellos es posible controlar el riego y la presencia de pestes y pa­
tógenos no deseables, pero dificilmente la luz y la temperatura. La cáma­
ra bioclimática 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 número 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 ültinn inconveniente

se agudiza en casos comoel de girasol por tratarse de una planta de gran
porte y sistema radical muyextendido.

En cuanto a los ensayos a campo, es posible manejar un elevado nüne­

ro de repeticiones, aunque en un solo momentodel año. 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 repetición de los ensayos durante un número de años considerable,
para poder contar con datos valederos.

Un balance de las ventajas y desventajas que los distintos métodos
ofrecían llevó a la decisión de encarar esta investigación por medio del
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estudio de plantas cultivadas en cámara bioclimática; 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 ínvernáculo, una cur­

va de susceptibilidad del girasol en función de la edad de inoculación.
Teniendo en cuenta el hecho de que los experimentos de campo fueron rea­

lizados en una sola estación y que no se conocen las condiciones en las
que se efectuó el ensayo en el invernáculo, se consideró necesario reali­
zar un estudio preliminar sobre la incidencia de la edad de la planta en

la predisposición a á, sclerotiorum, en condiciones controladas de crecí­
miento. En esta forma se podria contar con un sistema y condiciones de
facil reproducibilidad para realizar estudios sobre los mecanismosde de­
fensa.

A tal fin, se realizaron curvas de susceptibilidad variando unicanen­
te la longitud del fotoperiodo: 12 y 16 horas lll.l.lL 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 describirán los
ensayos realizados a fin de seleccionar el método |I|.l.2y la zona de
inoculación i||_1.3. Ambosconstituyen aspectos básicos para el logro de
los objetivos planteados.

|I|.l.2. Métodode inoculación

a) Inoculaciones secuenciales versus simultáneas

Populer (1978) sugiere que una manera de disminuir la fuente de va­

riación no explicada por el factor edades, ademásdel cultivo bajo condi­
ciones ambientales constantes, la de uniformar el inóculo a través de ino­

culacíones simultáneas. De este modoes posible evitar eventuales cambios
en la concentración e infectívidad del patógeno.

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 más jóvenes,
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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 obstaculizadas en su crecimiento, a pesar de que se las ubi­
có a igual distancia de la fuente luminica. Dadoque el error introducido
era sin duda mayorque el que se pretendía evitar, se decidió utilizar
el método de las ínoculaciones sucesivas.

b) Comparación de dos tipos de inóculo

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

raices o el cuello de las plantas.
Los métodos de inoculación artificial empleados en trabajos previos

pertenecen a dos tipos principales:

i) Métodos que ubican al inóculo en el interior del hospedante y que por
lo tanto incluyen la producción 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 (Vránceanu, 1977), ic) Inyección en el tallo de
una suspensión de esclerocios molidos (Vránceanu, op. cit.) etc.

ii) Métodos en los cuales el inóculo se ubica superficialnente en la zona
basal del tallo: iia) Método del bloque de medio de cultivo infecta­
do, cubierto con_tíerra (Orellana, 1975); iib) lnoculación por medio
de tejidos susceptibles de otras especies vegetales previamente este­
rilizados e inoculados con el patógeno (Teyssandier, com.pers.);
íic) Combinaciónde los anteriores: se ubica sobre el tallo una deter­
minada cantidad de avena arrollada y sobre esta un bloque de nedio
de cultivo infectado (Noyes y Hancock 1981).



Desde el comienzo se descartó el priner tipo de método ya que los
mecanismosde defensa contra las enfermedades parasitarias incluyen, en
muchoscasos, barreras fisicas y químicas a la penetración (cfr. punto
|.3.3.3.6; item 2a.1). Las mencionadas barreras se verïan sin duda elimi­
nadas o alteradas con el empleo de métodos de inoculación tan drásticos.
Por otro lado, se queria evitar las alteraciones netabólicas propias del
daño celular que es producido al efectuar una herida'artificial (Urítaní,
1976).

El ensayo que se presenta a continuación tuvo comoobjetivo comparar
dos tipos de ínóculo: a) inoculación con esclerocios (fuente de ínóculo
natural) y b) inoculación con granos de arroz previamente infectados c0n

el patógeno (confrontar ||,2.3,]_), Se quiso conocer la existencia o
no de diferencias en la eficiencia, grado de ataque, y en la velocidad
del crecimiento füngíco en el interior del hospedante, de acuerdo con el

tipo de ínóculo.
El estudio se llevó a cabo con plantas de una línea isogénica en es­

tadio vegetativo, que se inocularon artificialmente con los dos tipos de
ínóculo. Los distintos parámetros se evaluaron al 5°dia de la inoculación.

Nose hallaron diferencias significativas entre los promedios de las
longitudes de las lesiones, ni entre los porcentajes de hojas con marchi­
tez permanente. El indice de marchítez de sintomas, y el porcentaje de
plantas muertas fue similar para ambos tratamientos. Asimismo, en ambos
casos se obtuvo un 100%de infección. Esto indicarïa la no existencia de

barreras a la penetración (Tabla VIII).
La velocidad del crecimiento füngíco en el interior del hospedante

no dífirió 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 inoculación
ensayados.

La inoculación con esclerocios constituye sin duda un método más na­
tural. Sin embargo, su estandarización implicaría contar con esclerocios
de igual origen, edad y tamaño (factor muy variable) en el momento de la
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Tabla VIII: Evaluación de la su5ceptíbílidad de una linea isogénica en esta­
dio vegetativo frente a la inoculación con esclerocios (E) y con
granos de arroz infectados (A), al 5°dia de la inoculación.

lnóculos
A

Z plantas enfermas 100 100

Z plantas muertas 14 0
J.H.* 2,3 2,“
Longitud medía de lesiones (cm) 2,0a 1,8a

2 medio de hojas con marchitez permanente 7,1a 2,0a

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas. La
comparación es válida dentro de cada Fila. Los valores con promedio de 15 re­

li)peticiones. * Indice de marchitez (li.2l .
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Efecto de] método de ¡no culación sobre la susceptibilidad. Lon­
gítud de las lesiones en función de] tiempo. A: inoculación con
arroz; E: inoculación con esclerocios. Los valores son promedio
de 15 repeticiones. ' '
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realización de cada ensayo, lo cual es virtualmente imposible.
Dadoque su estandarización es más sencilla y precisa, se seleccio­

nó el método del grano de arroz para todos los ensayos realizados poste­
ríormente.

lll.l.3. Zonasde inoculación

Los niveles de resistencia a las enfermedades parasitarias para una
edad detenninada, varian entre órganos y tejidos de una mismaplanta (Bel
1981). Es por eso que la determinación exacta de la zona de inoculación
se hace indispensable para el estudio de las interacciones hospedante-pa­
tógeno.

Deacuerdo con los antecedentes bibliográficos, algunos de los auto­
res que estudiaron la podredumbre basal no consideraron este aspecto. Las

ínoculaciones 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 existió una mayoratención sobre este punto:
"en la base o parte inferior del hípocótile, sobre la superficie del sue­
lo" (Orellana, 1975; Noyes y Hancock, 1981). En cuanto a las ínoculacio­

nes artificiales realizadas para el logro del mejoramientogenético fren­
te a esta enfermedad en la Argentina, se realizan en la base del tallo
sobre la superficie del suelo pero sin tener en cuenta su exacta locali­
zación (Teyssandier, com. pers.).

De acuerdo con el manejo de nuestro material, el hípocótile quedaba
total o parcialmente enterrado. Es por eso que se decidió estandarizar
comozona de inoculación a la base del epícótile, a nivel de la superfi­

suelo. Icie del Ciertas observaciones indicaron la importancia de la exac­
ta ubicación del inóculo. En los casos en los que excepcionalmente el hi­
pocótíle sobresalia de la superficie del suelo, y que por lo tanto se lo
inoculó, no se observaron sintomas visibles al S°dia. Esto al parecer o­
curria independientenente de la edad del huésped. Dichos individuos no“
fueron incluidos en los resultados.

Dadoque los ensayos de selección de resistencia se llevan a cabo
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sin tener en cuenta este factor, se consideró de fundamental importancia
verificar si en las condiciones de campola velocidad de ataque era dife­
rente en plantas de una única edad, de acuerdo con la zona de inoculación.

Se evaluaron los resultados de un ensayo efectuado a campo por E.

Teyssandíer en la estación experimental de Cargíll, en Pergamino (Pcia.

de Bs.As.) (cfr. ¡¡_2.3_2_) y cosechado en el mes de enero de 198h.
En el caso de la linea madre del hibrido Super #00 (LM), se encontra­

ron grandes diferencias en el tipo de respuesta al patógeno según la zona
de inoculación (Tabla IX). Las plantas ¡noculadas en el hipocótíle (H)
fueron significativamente más tolerantes que las ¡noculadas en el epícó­
tíle (E). Estas últimas presentaron lesiones más largas (P: 0,05). Además
se encontró una dependencia altamente significativa de los sintomas “ta­
llos huecos” (P: 0,01) y “lesiones claras“ (P: 0,01), y la inoculación
en esta zona. El hecho de que los tallos se presenten huecos es una mani­

festación de la llegada del patógeno a la médula de los mismos. Los teji­
dos en el E exhibirian, sin duda, una menor resistencia a ser penetrados
por el hongo. En cuanto a la presencia de las lesiones “claras”, comose
determinará en el punto Ill.ha. es un síntoma altamente característico
de la susceptibilidad a este patógeno.

Los individuos de Sl‘00 fueron siempre susceptibles, independientemen­
te de la zona en que se los inoculó. 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 muyelevados (Ta­
bla IX). Estos resultados confirman la elevada susceptibilidad de este
hibrido frente al patógeno.

Con respecto a la linea, los resultados coinciden con las observacio­
nes preliminares. Efectivamente, para la LMse encontró una menor veloci­
dad del desarrollo de la enfermedad cuando la inoculación se realizó en

el H. Al parecer la tolerancia del Hconstituiría un carácter heredable
que se enmascararia en el 5400. Es importante, finalmente, destacar que
la no estandarización del sitio de inoculación puede llevar a resultados
erróneos y no comparables.
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Tabla IX: Evaluación de la susceptibilidad de una linea madre del hibrido Su­
per hOO(LM)y de este hibrido (S #00), al ser ínoculadas artificial
nante en el hípocótile (H) y epicótíle (E) (5°dia después de la ino­
culación).

LM S “00

Longitud medía de lesiones (cm) 15,8a 24,3b

H z tallos huecos 20,0 86,0
Z ' .lesiones claras 10,0 95,0

. . . b b
Longitud media de lesuones (cm) 25,5 zu,o

E z tallos huecos 65,0 35,0
g lesiones claras 70,0 85,0

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas al
52. Las comparaciones son válidas dentro de las filas y colunnas. Los valores
son promedio de 20 repeticiones.
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lll.l.h Efecto de la edad del huésped en la predisposición

|Il.1.h.l. Plantas cultivadas con 12 horas de luz

La selección de los estadios del girasol a inocular se basó en el
ünico 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 invernáculo. Dichos autores realizaron una curva de susceptibilidad
comenzando con el estadio vegetativo (5 pares de hojas) como edad más jo­

ven y realizando sucesivas inoculaciones cada 8 dias a partir de la pri­
mera fecha de inoculación. Con tal criterio, en este ensayo se estudiaron
h estadios sucesivos que correspondieron a: l) vegetativo, 2) botón flo­
ral cerrado (visible), 3) botón floral y H) botón floral abierto. Las plan­
tas en cada estadio presentaron las caracteristicas resumidas en la Tabla
IV. Luego de la inoculación por medio del método seleccionado en el punto
|||.2b, la susceptibilidad fue evaluada hasta el S°dia de la inoculación
momentoen el que comenzaba a producirse la muerte de las plantas (II.2.
4.9.), mediante los paránetros descriptos en'll.2.h. Cornel obje­
tivo más amplio al cual se dirígian estos estudios era el análisis de los
componentes de la defensa (a través de las diferencias entre individuos
tolerantes y su5ceptíbles), si se retrasaba la cosecha más allá de la a­
parición de dichos sintomas, las plantas que los exhibian podrian sufrir
alteraciones metabólicas no relacionadas con la defensa que llevaran a
conclusiOnes erróneas. Por ejemplo en numerosos casos una vez que las plan­
tas tolerantes han sintetizado compuestosantifüngicos por encima de.ní­
veles que frenan el desarrollo patogénico, su producción cesa. Por el con­
trario las plantas susceptibles sintetizan los mismoscompuestos pero más
lentamente y no alcanzan los niveles inhibitoríos a tiempo para frenar
la enfennedad. Sin embargo la producción puede continuar a pesar de que

el hospedante haya sido colonizado. Esto podria traer comoconsecuencia

que, de realizarse tardíamente los análisis, no se detectaran diferencias
en las concentraciones de compuestos antífüngícos llevando a su subesti­
mación como componentes de la defensa (Bell, 1981).

Comose observa en la Tabla X, el 100%de las plantas inoculadas de
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los h estadios presentaron sintomas al S°dia después de la inoculación.
Esto indicó la ausencia de barreras externas a la penetración que impidieron
el paso del patógeno hacia el interior del hospedante. Tampocovarió entre
edades la velocidad de aparición de las lesiones, ya que en todos los casos
estas se hicieron visibles al 3°dia después de la inoculación (Figura 9).

Con repecto a la velocidad de desarrollo de las lesiones, no se encon­
traron diferencias significativas entre los promediosde las longitudes de
las mismas entre los estadios I, Il y ||I ni al h°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 aparición de la marchitez varió con la edad del hospedante (Figu­
ra 10). En los estadios Il y III, esta apareció al 3°dïa (Figura 10) (|.M:0
indica ausencia de marchitez), en el l al h° y en el IV al 5°. Además los

mayores indices de marchitez (I.M.) se encontraron siempre en el estadio
II, y los menores en el IV. Asimismo el mayor nümero de plantas con el 100%

de hojas con marchitez permanente se halló en el estadio ll en tanto que
en el IV no se observaron individuos con este sintoma (Figura 10). En cuan­

to al porcentaje medio de hojas con MPpor planta, fue elevado y similar

en I y II, en tanto que fue menor y no difirió en lll y IV (Tabla X).
Con respecto al sintoma tallo-hueco, nuevamente fue en el estadio ll el que
presentó el mayor número de individuos con este síntoma, con un 802 de in­
dividuos con tallos huecos. Lo siguió el estadio lll, luego el I y por ül­
timo el IV (Tabla X).

El estadio ll presentó el mayor número de plantas muertas al
dia de la cosecha, en tanto que en el IV no se produjo mortandad (Tabla X).

Conel 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 h de marchitez) y “tolerantes”
(plantas que presentaron los grados 0 y l) (cfr. |l.2.h.f.). Se encontró
a través del empleo de un test de independencia, que las plantas suscepti­
bles se caracterizaban por presentar lesiones claras, húmedas, con limites
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Tabla X: Evaluación de la susceptibilidad de una linea isogénica, cultivadas
con 12 hs de luz, en función de la edad de inoculación (5°dia después
de la inoculación).

Estadios
| ll III IV

z plantas enfermas 100 100 100 100

2 plantas muertas 25 hO 12 0

Longitud medía de lesiones (cm) 3,5a h,68 h,Oa 0,8b
uu 2,0 2,8 1,5 0,1;
z plantas cbn tallos huecos 38 80 62 0

Z medio de hojas con marchítez permanente 37a hOa 12,5b 0b

Valores seguidos por letras distintas indican dfferencfassignificativas al
52. Valores son promedio de 8 repeticiones.
I: estadío vegetativo; II: botón floral cerrado; Ill: botón; IV: botón floral
abierto.
*: Indice de marchítez (ll.239)­
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Fiaura 9: Plantas cultivadas con 12 hs de luz.

ESTADIOS

Longitud de las lesiones en fun­
ción del tiempo, de acuerdo con la edad de inoculación. I:
vo; II: botón floral cerrado; Ill: botón floral; IV: botón floral
abierto. Valores acompañadospor letras distintas indican diferencias
significativas. Las comparaciones solo son válidas dentro de cada
dia. Los valores son promedio de 8 repeticiones.
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%PLANTASCONIOO%MARCHITEZPERMANENTE
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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
ción. I: vegetativo; II: botón flora] cerrado; lll: botón floral; IV:
botón floral abierto; ü: ïndíce de marchitez (O: 1002 de individuos
no marchitos- h: 1002 de individuos con 51-100% de hojas con marchitez
permanente). Total de individuos por tratamiento: 8.
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tativo, ll: botón flora] cerrado; ill: botón fiora];
IV: botón floral abierto. Total de individuos por tra­
tamiento: 8.
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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 ll se presenta el %de plantas con los sintomas
característicos de la susceptibilidad para cada estadio de crecimiento. Es­
te es sumamente alto para los estadios I, II y Ill (siempre mayores del 50%),
y nulo para la edad lV.

Del análisis combinado de las Figuras 9, 10 y 11 y de la Tabla X, es

posible concluir que los estadios I, |I y III fueron altamente susceptibles
al patógeno, con un maiimoen el estadio ll. Por el contrario, el estadio
IV se comportó como tolerante.

ll|.1.h.2. Plantas cultivadas con 16 horas de luz

Dada la gran susceptibilidad observada en el experimento anterior se
decidió realizar nuevas curvas de susceptibilidad empleandoun perïodo lu­
minoso mayor. Tal decisión se basó en los resultados obtenidos por Orella­
na (1975). El mencionado autor encontró que la susceptiblidad del girasol
disminuye al aumentar el número de horas del periodo luminoso. Debido a que

el comportamiento de los estadios I y III fue muy semejante se decidió con­
tinuar el estudio unicamente con los estadios l, II y lV.

Al igual que en el ensayo anterior, no varió el porcentaje de plantas
enfermas al 5°dïa entre estadios, y se acercó en todos los casos al 100%
(Tabla XI). Tampocose encontraron diferencias en la velocidad de aparción
de las lesiones ya que estas se hicieron visibles al 3°dïa 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 difirió significativamente
del de los otros estadios en ninguno de los dïas estudiados (Figura 12).
Esto se debe a un aumento en la tolerancia en los estadios l y Il, respec­
to a la observada con el menor régimen luminoso, el que se manifiesta a tra­

vés de lesiones más pequeñas.
La marchitez se hizo visible en el estadio Il al h°dïa, y en el l y

lV al 5°. Al igual que en el ensayo anterior los mayores I.M se encontraron
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Tabla XI: Evaluación de la susceptibilidad de una línea isogéníca de girasol,
cultivada con 16 hs de luz, en función de la edad de inoculación (5°
dia después de la inoculación)

Estadios
I II lV

z plantas enfermas 95a 100a Sha

% plantas muertas 0a 3lb 03*

longitud medía de lesiones (cm) 1,3a 2,9a ¡.9a
I.M.+ 0,5a 1,6b 0,013“:
Z plantas con tallos huecos 0a 28b 0a

2 medio de hojas con marchítez permanente 0a 30,3b 0a

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas al
* 12 y al ** 52, respectivamente. La c0mparací6n es solo válida dentro de ca­

da fila. Los valores son promedio de 3 ensayos completos.
I: estadio vegetativo; II: de botón floral cerrado y lV: botón floral abierto.
+ I.M.: indice de marchítez (l|.21h)­
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Figura 12: Plantas cultivadas con 16 hs.de luz. Longitud de las lesiones en
función del tiempo, de acuerdo con la edad de inoculación. l:
vegetativo; ll: botón floral cerrado; IV: botón floral abierto.
Los valores son promedio de 8 repeticiones.



en el estadio II y los menores en el IV. Lo mismo ocurrió con el porcenta­

je de plantas con marchitez permanente. Individuos con tallos huecos solo
se encontraron en el estadío ll (Tabla XI). Los resultados fueron semejan­
tes para el síntoma de planta “muerta”. En coincidencia con los resultados
obtenidos para las plantas crecidas con 12 horas de luz, la susceptibilidad
se caracterizó por la presencia de lesiones claras, húmedasy de bordes di­
fusos (P:0,0l). Por el contrario el carácter “rodea todo el tallo” fue in­
dependiente del grado de tolerancia. El estadio ll presentó los mayores
porcentajes de individuos con los sintomas característicos de la suscepti­
bilidad (Figura 13).

Comoes posible concluir a través de los resultados expuestos, el es­
tadio lI presentó nuevamente la máximasusceptibilidad, si bien comparati­
vamente ella fue menor cuando se lo cultivó con 16 hs de luz. En general

existió una mayor tolerancia para todas las edades cultivadas con un foto­
perïodo más largo, hecho que concuerda con lo observado por Orellana (1975).

Del análisis conjunto de los experimentos Ill.1.h.l.y 2 surde comocon
clusión general que el estadío de botón floral cerrado es el más suscepti­
ble y que el de botón floral abierto se mantiene siempre comotolerante.
Sobresale el hecho de que en las plantas más jóvenes, de tallos más delga­
dos y menos lignificados la respuesta varia de moderadamentesusceptible
a tolerante si se incrementan las horas de luz.

En la Figura 1h se ha representado, en forma comparativa, la evalua­
ción de la susceptibilidad realizada por Auger y Nome(1970) y la que resul­
tó del presente estudio. Comolos mencionados autores unicamente evaluaron
el nümero de plantas muertas, solo se compara dicho parámetro. Cabe señalar

además que dadas las obvias diferencias entre el crecimiento a campoe in-‘
vernáculo, y en cámara bioclimática, el dïa de la evaluación 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 gráfico, para la porción de la curva evaluada, el estadio
Il presentó, en todos los casos, la máximasusceptibilidad.

Dentro de los limites del presente estudio podriamos considerar que
el patrón de la variabilidad de la susceptibilidad de acuerdo con la edad
[entraría dentro del qué Yarwood(1959) denomina: “resistencia juvenil y
adulta, con susceptibilidad en el período intermedio". Sin embargoAuger
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Figura 1h: Efecto de la edad del hospedante en la predisposición a la podredug
bre basal expresado a través del Z de plantas muertas al 5°dïa (A
y B) y al lS‘dia (C). A: plantas cultivadas en cámara, con 12 hs de
luz; B: idem A, con 16 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 más adultos la susceptibilidad
aumenta y vuelve a disminuir (cfr. Figura ik). En tal sentido seria más ade­
cuado considerar el patrón propuesto por Bell (1980) que se refiere a "varia­
ciones cíclicas de la defensa con la edad" (cfr. !.3.3.3.8.l.).

En cuanto a las posibles causas de la variación de respuesta del gi a­

sol con la edad, Auger y Nome (1970) proponen que podria deberse a: el

rápido crecimiento de las plantas en la etapa juvenil produce un debilitamien­
to de las paredes celulares, especialmente en la laminilla media, favorecien­
do el aumentoproporcional de las pectinas solubles en el tejido vegetal.Bl
aumentode dichas pectinas en las plantas favoreceria el ataque de las enzi­
mas pectinoliticas producidas por Sclerotinia. Este fenómenose vería favo­
recido también por la posible disminución del ion calcio en la composición
del pectato de calcio, componenteprincipal de la pared media de la célula.
Esta disminución ocurriría por la multiplicación y crecimiento celular ace­
lerado de la planta, desde su emergencia hasta el estado de prefloración en
que este debilitamiento llega a su máximo".Otra posible interpretación que
los mencionadosautores sugieren "radicarïa en el aumento del contenido de
azúcares reductores y a los niveles fluctuantes de estos en la planta".
Aceptando dicha hipótesis los autores piensan que en la primera etapa de de­
sarrollo existiría una corriente descendente de azúcares reductores hacia

la zona radical, caudal que aumentarïa en relación al crecimiento de la plan­
ta. Cuandoesta alcanza el estado de flor, posiblemente ocurrirïa un drena­
je de estos hidratos de carbono hacia el capitulo, necesarios para la poli­
nización, fecundación y desarrollo del grano. Deocurrir asi, disminuirïa
la proporción de azúcares reductores en la zona del cuello, disminuyendo por
lo tanto la susceptibilidad de la planta al ataque del patógeno.

Es importante señalar que tratamientos con reguladores de crecimiento
y azúcares pueden afectar los cambios de susceptibilidad. Según Horsfall y
Dimond(1959) y Bell (1980), un alto contenido de azúcares en la planta fa­
vorecerïa la acción de algunos patógenos y seria desfavorable para otros.

En cuanto al factor luz, según Bell (1980), es un hecho bastante gene­
ralizado que la baja intensidad luminica, la oscuridad y los fotoperïodos
cortos retarden el aumentoen la tolerancia de tallo y raices, y faciliten
la pérdida de las defensas en las hojas. La luz continua o los fotoperïodos
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largos poseen efectos opuestos, particularmente cuandoellos inhiben la flo­
ración. La remoción manual de los botones florales de plantas de algodón re­

trasa la pérdida de la defensa a la podredumbre radical producida por 321m3­
totrichum, y a la marchitez producida por Verticillium, enfermedades normal­

mente asociadas a la floración y producción de frutos (Bell,_gg. ¿¿¿¿). Si
bien el efecto no seria similar en este caso ya que el girasol es considera­
da neutra desde el punto de vista fotoperiódico (Vránceanu, 1977), es inte­
resante señalar que la remoción manual de los botones del girasol lleva a

la disminución de la susceptibilidad en dicho estadio (Teyssandier, com. pe:
sonal).

Un aspecto que se mantuvo estable a pesar de la variación del factor

fotoperiódico fue la caracterización del tipo de lesiones susceptible y tg:
lerante. EL sclerotiorum es un hongo que se caracteriza por poseer un siste­
ma enzimático complejo (cfr. punto I.3.3.3.h y l.3.3.3.5). La acción de las
enzimas sumadaal efecto sinérgico del ácido oxálíco, 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 provocaria una fuerte exósmosis la que se manifestaria a través del sin­
toma lesiones “húmedas” (Thatcher, 1939). Por otro lado, las lesiones “cla­

ras” estarian dadas por la ausencia o menor producción de pigmentos melani­
nicos. Por lo general se encuentra que la presencia de dichos polímeros li­
mita las lesiones. Lumsden (1979), en un estudio comparado entre Phaseolus

coccineus (tolerante a É. sclerotiorum) y 3. vulgaris (susceptible), encon­
tró que la tolerancia se caracterizaba por presentar lesiones pequeñas, li­

mitadas y castañas. Estos resultados muestran una estrecha coincidencia con
lo que ocurre en girasol.

El mayor grado de marchitez en el estadio más susceptible podria deber­
se a varios factores. Uno seria el taponamiento mecánico de los vasos por

medio de hifas y de cristales de oxalato de Ca (Pawloski y Grogan, 196h),
comoconsecuencia del arribo del hongo al sistema vascular. Otro, la acumu­
lación en las hojas, por encima de umbrales críticos, del ácido oxálico (No­

yes y Hancock, QE¿_ELL¿) (cfr punto |.3.3.3.5). Dicho compuesto actúa como
una toxina móvil que se transporta via flujo xilemático. En las plantas sus­
ceptibles.esto-podnia deberse a una mayor producción de toxina comoconsecuen­
cia de una mayor masa del patógeno 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 ácido oxáiico. 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 muysuperficiales y la toxina deberá difundir hasta el xilema para
ser luego transportada por el flujo xilemático.

Otra caracteristica interesante que se observó es que el hongo no cre­
ce, o lo hace muy lentamente, hacia la raiz. Sin embargoesto parecería ser
independiente de la edad del hOSDCÓante­

El ünico parámetro que en el ensayo realizado con el fotoperiodo mayor

parecia a priori, no guardar relación 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 más susceptible (ll) no diferia significativa­
mente, en ningún momentohasta el dia de la cosecha, del correspondiente a

ios otros estadios (cfr. Figura 12). Sin embargo la observación que en el
estadio II 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 distribución de las frecuencias de
individuos con los distintos grados de marchitez, establecidos para el cál­
culo de los indices de marchitez, se encontró una distribución bimodal de

las mismas (Figura 15). Lo mismoocurrió cuando se representó gráficamente
la variable longitud de las lesiones en relación a el grado de marchitez de
cada individuo (Figura 16). Los individuos del estadio II 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 h.
En la Figura 17 se ha representado el desarrollo de las lesiones en función
de los dias después de la inoculación, para los nuevos grupos establecidos.
Comopuede observarse, en este caso el mencionado parámetro se relaciona con

la susceptibilidad, ya que el estadio IIS presentó lesiones significativamen­
te más largas al h°y 5°dïa.

El hecho que las plantas crecieron bajo condiciones de cultivo unifor­
mes, que fueron rotadas dentro de la cámara de cultivo, e inoculadas al azar
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duos con 51-100% de hojas con marchi­
tez incipiente; 3: individuos con 1­
50% de hojas con marchitez permanente
y h: individuos con 51-1002 de hojas
con marchitez permanente.
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Figura 16: Plantas cultivadas con 16 hs de luz. Longitud de las IE
siones en función dei grado de marchítez para cada in­
.dividuo del estadio II (botón floral cerrado: máximasus
ceptibiiidad). 0: individuos sin hojas marchitas; 1: in:
dívíduos con 1-502 de hojas con marchítez incipiente;
2: individuos con 51-1002 de hojas con marchítez incipíen
te; 3: individuos con 1-502 de hojas con marchítez pefmá:
nente y h: individuos con 51-1002 de hojas con marchítez
permanente.
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Figura 17: Plantas cultivadas con 16 hs de iuz. Longitud de
lesiOnes en función de] tiempo, de acuerdo c0n la
edad de inoculación. Los individuos de] estadio
II (máximasusceptibilidad) han sido separados en
dos subgrupos: uno susceptible (IIS), y uno tole­
rante (IIT). I: vegetativo; II: botón floral cerra­
do y IV: botón floral abierto.
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estaria indicando la existencia de una variabilidad genotipica para la sus­
ceptibilidad. La existencia de la misma, expresada aün en una linea altamen­
te homocigota como la empleada, seria sin duda de importancia para la búsque­
da de la resistencia genética a esta enfermedad.

Los resultados 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 genotipicos y ambiental (al menos en lo que se refiere a la duración del

periodo luminoso). Bell (1980) destaca la importancia de los mencionados fac­
tores comomodificadOres del efecto edad de la planta en la predisposición.

De esta manera, en los casos en que el patrón de variabilidad aumenta en re­

lación con la edad del huésped, dicho cambio es más rápido en cultivares de

alfalfa resistentes a la podredumbreradical (Phytophtora), en cultivares
de acelga resistentes al virus del enrulado, en tomate frente a los cancros
bacterianos, y en plántulas de poroto frente a la antracnosis. En los casos
en los que la defensa disminuye con la edad, esto puede producirse más len­
tamente o no hacerlo en los cultivares resistentes comparadocon los suscep­

tibles. Esto ocurre entre otros en papa frente al tizón (Phytophtora), o a
la marchitez (Verticillium); en tomate atacado por el tizón; y algodón fren­
te a la marchitez. Los cultivares resistentes muestran frecuentemente una

madurez más tardïa o hábitos de crecimiento indeterminados que pueden ser
asociados con los cambios mencionados.
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I||.2. Estudios preliminares para la detección de componentesde la defensa
involucrados en cambios de tolerancia a lo largo del ciclo de vida del
hospedante.

|||.2.l. Introducción

Los resultados de los ensayos descriptos en elpunto Ill.l. demostraron
la existencia de un efecto de la edad en la predisposición del girasol a la
podredumbrebasal. Unavez establecidos los estadios susceptibles y toleran­
tes del hospedante interesó conocer cuáles 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- Cambiosen el contenido de nutrientes orgánicos.

Los azúcares, el almidón, los lipidos, aminoácidos y proteinas de reser­
va son importantes para las respuestas postinfeccionales de defensa del hos­
pedante asi comopara el crecimiento del patógeno y la colonización de los
tejidos vegetales.

b- Cambiosen la vulnerabilidad a las fitotoxinas

Los organismos patogénicos producen tanto metabolitos secundarios como
enzimas hidroliticas, que son tóxicas para los tejidos del hospedante. La sen­
sibilidad de dichos tejidos a los mismos puede cambiar con la edad.

c- Cambiosen la producción de fitotoxinas.

Es posible que varié la producción de toxinas por el patógeno ya que

la misma puede ser inducida o reprimida por los diversos componentes presen­
tes en los tejidos de hospedante.
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d- Cambiosen las barreras morfológicas

La diferenciación de células con paredes secundarias podria delimitar
fisicamente el crecimiento fúngico, especialmente cuando dentro de las mismas
se localizan inhibidores enzimáticos. En algodón, el grosor de la cuticula
y el contenido de ceras y ácidos cutinicos son mayores en las edades interme­
dias de las cápsulas, las cuales exhiben los mayores niveles de tolerancia
a los hongos productores de podredumbres capsulares (Bell, 1980). Asimismo,

en Eucalyptus bícostata la mayor resistencia que presentan las hojas jóvenes
al hongo Phaeoseptoria se deberia, aparentemente, a una doble capa de ceras
sobre la cuticula (Royle, 1976).

e- Cambios en las barreras quimicas

Antibióticos presentes en las células vegetales y en las paredes_pueden
inhibir la colonización de los tejidos del hospedante, a través de la inhibi­
ción del crecimiento y la reproducción del patógeno en su interior. En conse­
cuencia, los cambios en la concentración de dichos compuestos alterarán la
defensa de la planta.

f- Cambiosen la velocidad del desarrollo de la defensa postinfeccional.

Luego de la inoculación con un patógeno, la planta puede producir estruc­
turas anatómicas tales comotilosis, papilas, etc,-y un incremento en los an­
tibióticos preinfeccionales o la sintesis de 2212 de compuestosantifüngicos
(fitoalexinas). El momentodel desencadenamiento, la velocidad de producción

y la duración de las mencionadas respuestas al ataque estarán muy relaciona­
das con su efectividad} Dichos parámetros de la defensa estarán, 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 encaró

desde diversos ángulos. Las distintas alternativas propuestas por Bell se con­
sideraron comohipótesis de trabajo. Asimismose intentó aportar evidencias

que apoyaran o no las sugerencias de Auger y Nome(gp, Elt¿). (cfr Discusión
final del punto III.l. Ciertos aspectos se refirieron al estado nutricional
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de la planta sana comopredisponente a la enfermedad (punto lll-2-2)otros al
eventual cambiode vulnerabilidad de los tejidos a las enzimas pectinoliticas
del hongo (punto III.2.33/finalmente una tercer linea de investigación se de­
dicó al estudio de los mecanismosde defensa tanto quimicos III.2.h y IFI.3.)
V) comofisicos (|Í|.h-)) a lo largo del ciclo ontogénico de la planta.

III.2.2. Cambiosen el contenido de nutrientes orgánicos

III.2.2.]. Cambiosen el contenido de azúcares solubles totales

Conel pr0pósito de conocer la eventual relación entre el contenido de
azúcares solubles en el hospedante y su grado de tolerancia a la enfermedad,
se los cuantificó en los tallos sanos y enfermos de las tres edades en estu­
dio, siguiendo el métododescripto en el puntolll.2.5.l.1 Lasplantas habian
crecido bajo un fotoperïodo de l6 horas.

Comopuede observarse en la Tabla XII, el contenido de azúcares solubles
en la zona basal de los tallos varió con la edad de la planta. Fue significa­
tivamente menor (P:0,01) en el estadio más susceptible (II), en tanto que no
dífirió en los tolerantes (I y IV). Conrespecto al contenido postinfeccional,
no se encontraron diferencias sustanciales entre las plantas control e inocu­
l adas, tanto en el estadio il comoen el IV, aunque en este último se obser­
vó una tendencia a la disminuCión'postinfeccional.

Numerososautores demostraron la existencia de una relación entre la

disminución de los azúcares y la disminución de la tolerancia a las enferme­
dades parasitarias en los distintos estadios de los h05pedantes (Fajemisin
y Hooker, 197M; Lukens, 1970; Muse, 197%; Robinson y Hodges, 1977; Vidyaseka­

ran, 197h, etc). En estos casos un mayor contenido en carbohidratos seria
más importante para la producción de antibióticos por la planta que para la
colonización por el patógeno. Lukens (1970) y Vidyasekaran (1979) han sugeri­
do que un mayor tenor de azúcares se relacionaria con la supresión de la sin­

tesis de pectinasas por los patógenos. Byrde (en Okasha Et_al¿l968), expre­
sa que un incremento en la c0ncentración de glucosa inhibirïa la biosïntesis
de las enzimas adaptativas de algunos patógenos. En lo que se refiere a É, ¿Elef
rotiorum, Lumsden (1976) encontró-que la enz1ma endo PGes una enzima adaptativa
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Tabla XII: Contenido de azücares solubles totales en la zona basal de tallos
sanos y en inocuiados (zona de interacción), de distintas edades
(mg/gr de peso seco).

Estadios
I II IV

Control 395,5a 102,3b 3uayoa

Inoculado 110,7b 253,0ab

Los valores son promedio de 3-h repeticiones (cada una proveniente del agrupa­
miento de 6-12 individuos). Letras diferentes indican diferencias significati­
vas al 1%. I: estadio vegetativo; ll: botón floral cerrado y IV: botón floral
abierto. -: dato faltante.
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y que su producción es fuertemente inhibída por el agregado de glucosa al me­
dio de cultivo. Este hecho sugiere la hipótesis de la inhibición de la acti­
vidad de esta enzima por una mayor concentración de los carbohidratos solubles
en las plantas de las edades más tolerantes (I y lV).

La enzima endo PG cumple una función muy importante en la patogénesis

en la podredumbre basal, estando asociada con los márgenes de avance de las

lesiones jóvenes. En consecuencia, es esencial para el avance exitoso del pa­
tógeno durante los estadios tempranos de la colonización. La capacidad para
mnducir grandes cantidades de esta enzima ha sido asociada con los aislamien­

tos más virulentos de E. sclerotiorum sobre poroto. La endo PGes producida
por las hifas de infección y cumple un papel importante en la colonización
al contribuir en la lisis de las laminillas medias de las células del hospe­
dante. Esto posibilita al patógeno un rápido avance intercelular (Cfr. |.3.3.
3.A y |.3.3.3.5).

De ser cierta esta idea, el hospedante estaria determinando una menor
velocidad del desarrollo füngico en las etapas tempranas de la colonización,
locualle conferirïa un mayor tiempo para el desarrollo de barreras postinfec­
cionales tanto fïsiúas comoQuimicas.

Lumsden (1969) encontró también que la actividad de las celulasas de

á. 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 patógeno (al 2°dïa después de la inoculación) con lo cual, ade­
más de su rol nutricional, podria estar involucrada en la patogénesis. La inhi­
bición de la actividad de esta enzima por parte de una concentración de azú­
cares más alta en los tallos de girasol de las edades tolerantes podria contri­
buir a una mayor tolerancia, ya que se relacionarïa con un retardo en el cre­
cimiento intracelular del hongo.

Comocontraparte a la creación de un “ambiente desfavorable“ para el
parásito, el mayor contenido de azúcares solubles podria tener relación con
la presencia de un “ambiente favorable” para la defensa por parte del hospe­
dante. l

Por ejemplo, Muse (197M)halló una relación inversa entre las concentra­
ciones de dihidroxifenoles en el hospedante y la severidad del ataque de

Helminthosporium. La concentración de fenoles fue positivamente correlacionada



con el contenido de azúcares, indicando cue altos niveles de los mismos podrian
favorecer la sintesis y acumulación de los fenoles inhibiÓOres.

Por otrc lado, Tena e¿_al. (l98h) encontraron que en hipocótiles de gi­
rasol, tanto enteros comoen sus trozos la actividad de la fenilalanina amo­
nioliasa (PAL) se ve marcadamente favorecida por el incremento de sacarosa

en el medio de incubación. Es importante aclarar que la PALes una enzima cla­
ve en la sintesis de fenoles. Cataliza la liberación de amonio desde la L-fe­

nilalanina para dar ácido transcinámico (Figura 18). Esta reacción constitu­
ye, en las plantas, el paso inicial del camino de los fenilpropanoides en el
cual el mencionado aminoácido es el preCursor de derivados fenólicos tales

comoligninas, flavonoides, etc. A su vez este aminoácidc proviene del cami­
no del ácido shiquimico que se inicia con la condensación de piruvato y eri­

trosa h fosfato (Figura 18) (Kosuga, 1969; Goodwin y Mercer, 1972). Sobre

la base de estos antecedentes seria posible sugerir que un mayor contenido
de azúcares porveerïa de sustratos para la sintesis de eventuales metabolitos
fenólicos incolucrados en la defensa (ver capitulo V) y, adicionalmente esti­
mularïa la actividad de una enzima clave en el camino biosintético de los men­

cionados compuestos.

Otro mecanismoa tener en cuenta respecto a la relación de los altos
niveles de azúcares en la defensa, es su efecto como inhibidores de la deto­
xificación de fitoalexinas por algunos patógenos(Bell, 1980).

En cuanto a la fluctuación de azúcares solubles en las bases de los ta­

llosdelos distintos estadios, un exámende los procesos que se suceden en
cada caso podria aportar indicios sobre sus causas. El periodo del crecimien­
to del girasol comprendido entre la fase de h-S pares de hojas (correspondien­
te al estadio l) y hasta la de 7-8 pares de hojas (aprOximadamente hasta el
estadio_ll) es la etapa de diferenciación de los primordios del receptáculo,
la cual termina poco antes de que el botón floral (capitulo rudimentario) sea
visible (Vránceanu, l977). A partir de esta etapa comienza, según el mencio­
nado autor la fase del crecimiento activo (Cfr. Tabla IV) en la cual la diná­

mica del Crecimiento en altura del tallo y el desarrollo de la superficie fo­
liar tienen su más alta tasa, alcanzando el máximoen las últimas dos semanas
antes de la floración (aproximadamenteel fin de esta fase coincidirïa con el
estadio IV). Seria factible que el menor contenido de azúcares solubles en
la base de los tallos en el estadio II se deba a un mayor transporte de los
mismoshacia el ápice donde tiene lugar una intensa actividad meristemática.
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fosfoeno] piruvato + eritrosa-h-fosfato-—) ác. 3-deoxi-D-arabino —————->-—--+
-heptulosónico-7-fos­
fato

._——9_ác. shíquïnico-——> ác. prefénico-——>ác. p-hídroxífenilpírüvíco -—-9Lntirosina
4ac. fenilpirüvíco_+l.fenílalanina

. . PAL - . , .
L. fenllalanlna _——__,ac. c¡namlcoe

. . TAL , .. . . . . . . .L. tIrOS|na________—+ ac. p-hnoroxucunamlco-—+_a.cohol p-cumarllnco
a v nac. cafelco

ác. fqrúlíco-———————-—+alcohol coniferïlico
W

ac. S-hidroxíferúlico
Wac. sínapico -----—+-alcohol sínapflicc

LIGNINAS€
peroxidasas

Figura lg: Caminobíosíntétíco de los aminoácidos aromáticos feníl­
alanina y tírosína y de lígnínas, a partir de carbohidratos.
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El ápice podria constituirse en un destino fuerte para el flujo de carbohidra­
tos. Por el contrario en la etapa IV, de crecimiento activo e intensa fotosïn­
tesis, aumentaría nuevamente el contenido de carbohidratos en los tallos. Adi­

cionalmente Vránceanu (QB.fit.) describe que el sistema radical alcanza su
máximocrecimiento en floración. Nuestros estudios anatómicos (lll.h)

y los de Thoday (1930) demuestran además que en el estadio IV es mayor la lig­

nificación de los tejidos de la base del talio. Por ello esta zona podria con­
vertirse, en ese estadio, en un destino fuerte del flujo de carbohidratos.

Cabe señalar que los resultados obtenidos y las hipótesis construidas
a partir de los mismos son contrarias a las sugerencias de Auger y Nome(1970)

quienes relacionan una mayor susceptibilidad con un mayor contenido de azúca­
res en los tallos si bien dicha idea no eStá abalada pOr resultados analíticos.

III.2.2.2. Cambiosen el contenido de aminoácidos libres

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

Beil (1981) en su revisión acerca de ios mecanismos bioouimicos de de­

fensa, cita un importante número de casos en los que ciertos aminoácidos li­
bres cumplen una misión importante en la defensa preinfeccional, debido a su
efecto inhibidor sobre el crecimiento patogénico. Por el centrario, aumentos
en el contenido de estos compuestos se han relacionado, en otros casos. con
un incremento en la susceptibilidad a enfermedades (Bell, 1980). Flood y
Kirkham (1960) observaron que el efecto inhibidor de los compuestos fenólicos
sobre Venturia sp. disminuye al aumentar la concentración de nitrógeno en el
medio basal, y parece depender de un delicado equilibrio entre las concentra­
ciones de fenoles y aminoácidos.

Desde otro punto de vista, el contenido de los aminoácidos aromáticos
fenilalanina y tirosina será, sin duda, un factor importante en la defensa,
ya que estos compuestos aromáticos son metabolitos intermediarios que proveen
el esqueleto de fenilpropano para la sintesis de lígninas, flavonoides y de­
más compuestos fenólicos (Kosuga, 1969) (Figura 18).
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El análisis cuantitativo de los aminoácidos libres en la base de los ta­

llos sanos de girasol, cultivados con 16 hs de luz, no arrojó diferencias sig­
nificativas entre los distintos estadios. Unicanente se observó una tendencia

al incrementopostinfeccional en el estadio susceptible (ll) (Tabla Xlll).
En cultivares de arroz resistentes a Xanthomonasorvzae (Purushothaman,

197h) decrece el centenido postinfeccíonal de aminoácidos libres. Por el con­
trario aumentaen los cultivares susceptibles. Este último hecho se correla­
ciona negativamente con la actividad de la fenilalanina anoniolíasa PAL. La
menor actividad de esta enzima, con el consecuente increnento de su sustrato,
se deberia en ese caso a un sistema inaCIivante de la liasa en los cultivares

susceptibles. Igualmente, el contenido de aminoácidos libres se incrementa

en arroz cuando es inoculado con razas virulentas de Pyricularia oryzae (Sri­
dhar y Ou, 197M). Estos autores consideran que el increnento puede deberse

a la destrucción de proteinas por el patógeno y opinan que la toxicidad de
los compuestos fenólicos se reduciria debido a la rápida ruptura de los mis­
mos en presencia de un mayor contenido de amíno nitrógeno (Kirkham, 195h;

Flood y Kirkham gp. 515.).
De los aminoácidos que se acumulan en los tallos del estadio más suscep­

tible de girasol seria necesario un análisis cualitativo para poder aseverar
que se trata de intermediarios del camino biosintético de fenoies. Comose pon­

drá de relieve en el capitulo V ciertos de estos compuestos estarian relaciona
dos con la defensa en las edades tolerantes, en las cuales se acumulan. La de­

mostración de que la no acumulación de fenoles estaria aconpañada por el incre­
mentode metabolitos internediarios en el estadio susceptible, permitiría acla­
rar los procesos metabólicos que llevan a la susceptibilidad en la edad II.
Tampocodebiéramos descartar que la acumulación postinfeccional en las plant
susceptibles se deba a una mayor degradación de proteinas por una mayor masa

patogénica. Sin embargo los estudios enzináticos realizados con í; sclerotíorum.
si bien mencionan la producción de proteasas por parte de este hongo, no le
adjudican un papel importante en la patogénesis.
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Tabla XIII: Contenido de aminoácidos libres totales en la zona de interacción
de tallos inoculados y en tejidos similares de tallos sanos, de
distintas edades (mg/gr de peso seco).

Estadios
| II IV

Control 11,5a 17,0a 16,5a

Inoculado 33,0b 12,0a

Los valores son pronedio de 3 repeticiones (cada una proveniente del agrupamien­
to de 6 a 12 individuos). Letras distintas indican diferencias significativas
a] 5%. l: vegetativo; II: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto. -:
dato faltante.
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|l|.2.3. Cambiosen la susceptibilidad a las fitotoxinas y enzimas füngicas:

Contenido de calcio en los tejidos sanos

La sensibilidad de los tejidos vegetales a los metabolitos secundarios y
enzimas del patógeno puede variar con la edad del hospedante (Bell, l980).

Por ejemplo, el incremento de la resistencia de las plántulas al vuelco (dam­
ping off) ha sido asociado con una disminución de la sensibilidad de los teji­

dos a las enzimas hidrolitícas, particularnente a las pectínasas (Bell, QE. 511.).
Bateman y Lumdsden (1965) notaron que los hipocótiles de poroto de h y 16 dïas

de edad contenían 0,38 y 1,92% de calcio, respectivamente. La pectina de hipocóti
les de 8 y 16 dias contenía 0,5 y 0,32 de metoxilos, respectivamente. Debido a

esto, los mencionados autores postularon que el aumento en la resistencia de
los hipocótiles durante el proceso de maduración se deberia a la conversión de
la pectina en pectato de calcio, el cual es más dificil de atacar por las PG
füngícas. En el caso de ciertas vírosis y enfermedades füngicas, el calcio se
deposita postinfeccionalmente en las paredes celulares confiriéndoles resis­
tencia a la degradación.

Auger y Nome(1970) encontraron que las plantas de girasol crecïan 80 cm

entre el periodo de 5 pares de hojas (tolerante) y el de botón (susceptible),
en condiciones de campo. Adjudicaron la susceptibilidad en el estadío de botón
a que durante esta rápida fase de Crecimiento el calcio se diluiria en los teji­
dos con la consecuente disminución en el contenido de pectatos de calcio resis­
tentes a la degradación enzimática. Esto favoreceria la acción de las enzimas
pectolïticas en este estadio. Lumsden(1979) describe el efecto sinérgico del

ácido oxáiico, toxina de í. sclerotiorum, sobre la actividad de la PMEfüngica
a través de su acción quelante del calcio.

Con el objeto de corroborar la hipótesis formulada por Auger y Nome (QB.

ELE.) se determinó el porcentaje de calcio en los tallos sanos de distintas
edades, de plantas cultivadas con 16 hs de luz en cámara bioclimática.

No ha sido posible hallar evidencias que apoyan dicha hipótesis, ya que no
se encontraron diferencias significativas entre los contenidos de calcio en
los tejidos (Tabla XIV). Sin embargo la tendencia de los resultados se dirige ha
cia una disminución con la edad. Al igual que en este caso Carter gt al.(en
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Bell, 1980) no encontraron relación entre la edad de las plántulas de algodón y
el contenido de calcio y de magnesio. En ese caso, la insensibilídad a las enzimas

füngicas se deberia aparentemente a su inactivación por productos de la oxida­
ción de la catequina (Hunter, 1978).

En cuanto al girasol, es necesario señalar diferencias importantes entre
los ensayos realizados a canpo y en cámara bioclímática, que pueden llevar a la
no detección 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 más pequeñas. Lo antedicho pone de relieve la necesidad
de realizar ensayos comparativos con material crecido en condiciones naturales an­
tes de descartar la hipótesis puesta en juego.

Tambiénes interesante señalar un aparente desfasaje entre lo descripto

por Auger y Nome (gp. Ei¿¿) y Vránceanu (1977). Este último autor indica que la
fase de crecimiento activo se produciría lueoo de la aparición del botón. Por el
contrario, los primeros autores la ubican más tempranamente. Esto indicaria que
la localización temporal de dicho periodo es variable respecto a la aparición del
botón 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 hipótesis propuesta ya que, se­
gún 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
ción 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 a la podredumbre
basal de distintos materiales de girasol, en una única edad, podria deberse en
parte a distintos grados de tolerancia de los tejidos foliares al ácido oxálico.
Nodeberia,encontes, descartarse que las diferencias de marchitez foliar entre
las edades se deban a una variación de este tipo.

lll.2.h. Cambiosen las barreras químicas

En el resto de este capitulo se describirán los experimentos prelimi­
nares que llevaron al conocimiento de la existencia de mecanismos de defensa de
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Tabla XIV: Contenido de calcio en la base de tallos de girasol sanos de distin­
tas edades (Z respecto al peso seco total).

Estadios
I ll IV

1,6a 1,0a 1,0

Los valores son promedio de 6 repeticiones (con 2 replicas por repetición).
Valores seguidos por letras iguales indican que no existen diferencias signi­
ficativas. I: vegetativo; ll: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto

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

Experimento Estadio
I II IV

1 19 25 50

2 18 33 56

3 18 23 #5
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tipo bioqui ¡co. A tal fin se comparóel efecto de diversos extractos, obteni­

dos a partir de tallos sanos y enfermos, sobre el crecimiento micelial ¿2 Xi­
trg (CM). Algunos ensayos se realizaron con plantas cultivadas en cámara bio­
climática y otros con material cultivado en el campo. En algunos casos se ana­
lizó la diferencia entre estadios, en otros entre diversas zonas del tallo, o
entre individuos susceptibles y tolerantes de una ünica edad. Esto permitirïa
construir un esquemaglobal acerca de la presencia, distribución y localización
de estos mecanismosen materiales de distintas edades y condiciones de cultivo.

lll.2.h.l. Estudios preliminares sobre el crecimiento in vitro

Comola detección de la presencia de barreras quimicas se basaria en la
c0mparación del efecto de distintos extractos de girasol sobre el CM,fue ne­
cesario conocer su comportamiento en diversos medios de cultivo. Los parámetros
analizados fueron el efecto de distintas concentraciones de extracto de malta

sobre la velocidad del crecimiento füngico, y el número y peso seco total de
esclerocios formados (Il.2.l.a). El objetivo final fue seleccionar un medio
en el cual el nivel de nutrientes no fuese el óptimo para el crecimiento füngi­
co y, de esta forma se pusiese de manifiesto la presencia de compuestos fungi­
tóxicos presentes en los extractos.

De la representación gráfica del CMen función del tiempo a partir de
la inoculación (Figura 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 los medios más ricos: AM3 y 2%. Los cultivos
crecidos sobre el extracto de malta al l; 0,5; 0,h; 0,3 y 0,2% mostraron cur­

vas de pendientes intermedias. El 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°dïa para los dos primeros grupos.
Por el contrario el crecimiento en el medio AM0,1% se diferenció del resto a

partir del h°dia.
Se encontró un comportamiento similar al precedente al analizar el núme­

ro y peso seco total de esclerocios formados en cada medio (Figura 20) al 10°
dia después de la inoculación. A medida que el medio es más rico aumentan los
parámetro; nencionados. Asimismo se incrementa la densidad de la mata micelial.
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Mientras en los medios con mayor concentración de extracto de malta el micelio

fue denso y algodOnoso, en el medio AM0,1% este fue hialino y apretado al agar.

_En los medios AM3 y 2%, los primeros esclerocios maduros (Que pueden

desprenderse de la superficie micelial sin alterarla) aparecieron al h°dia.
En los restantes medios en los que se produjeron esclerocios, a excepción del
más pobre (AM0,1%), los primeros esclerocios maduros aparecieron al 7°dïa

(Figura 21). En todos los casos, la totalidad de los esclerocios finalizó su
maduración al lO°dia.

Fue posibleconfírnar observaciones generales acerca de la formación 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 la disponibilidad de nutrientes. Al comienzo, los primordios son
formados por el agregado de hifas vegetatívas blancas en forma de montïculos.
Dichos agregados se cubren luego por gotas de exudado hialino. Según Le Tour­

neau (1979) dichas gotas estarian cubiertas por una membranay contendrian u­

na variedad de material orgánico e in0rgánico, incluyendo numerosas enzimas,
las cuales cambiarian de concentración a medida que el esclerocio madura. Aün
no estaria del todo claro el rol exacto de dichos exudados. Podrian tener una

función osmótica en la traslocación, o estar involucrados en la pérdida de a­
gua desde el esclerocio durante su maduración. La formación de esclerocios in­
volucra intensos cambios celulares y la movilización y deposición de diversos
materiales. Por lo tanto no es de extrañar que los micelios más vigorosos y
abundantes, que han crecido ennwdics más ricos posean la capacidad de formar
mayor número de estas estructuras de reserva. Una vez formados los prímordios,
desde el micelio se movilizan los diversos materiales relacionados con la sïn­

tesis de los compuestos de reserva que están presentes en el esclerocio maduro.
Los resultados obtenidos permitieron seleccionar al medio AM0,1% para

la realización de los ensayos biológicos. Las excepciones se señalarán en ca­
da caso particular.

III.2.h.2. Mecanismosbioquímicos en plantas cultivadas en cámara bioclimática

III.2.h.2.l. Efecto de extractos acuosos obtenidos en frïo

a) Planta sana

Este experimento tuvo comopropósito detectar eventuales mecanismos
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correspondiente a 10 repeticiones por tratamiento).



-il¡-i­

preinfeccionales. Se obtuvieron extractos acuosos siguiendo la metodologia des­
cripta en el punto Il.2.5.2.l.l. Se utilizaron los tallos completos, desprovis­
tos de hojas, de plantas en estadio vegetativo. Las mismas pertenecían al hi­

brido Super 500 (Cargill) y habian sido cultivadas bajo 16 hs de luz.
Se estudió ademássi extractos esterilizados por distintos métodos poseian

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 filtración.

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
rnovieron el CMsino también el número y peso seco de los esclerocios (Figura

22), en concordancia con el comportamiento observado al cultivar al hongo en
mediosdiferencialmente enriquecidos (cfr. Ill.2.h.l.).

En cuanto al ensayo de los dos tipos de esterilización, la idea de.pro­
barlos obedeció a la inquietud de esta eliminando componentes termolábiles 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 extracción de la mayoria de los
componentesnaturales de las plantas, es necesaria la inactivación 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 comoconsecuen­
cia de la destrucción celular, pudiendo alterarlos. Tal es el caso de las en­
zimas hidroliticas, oxidativas, etc. Las diferencias obtenidas con los dos mé­
tods de esterilización 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 I, sobre e] crecimiento miceiial al 7°
dia de la ¡nocylación (2h mg de peso fresco de ¿ejido inicial extra­
ido/ml de nedío).

Extracto autociavado Extracto filtrado

+ 19,h2* + 11,02

+: efecto promotor
.Ln: efecto significativo al 52
Los valores son promedio de 5 repeticiones
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Ext. aut.: extracto esterilizado en autoclave.



b) Plantas inoculadas

Este experimento tuvo por objeto detectar eventuales mecanismospostínfec­
cionales que se relacionaran con las diferencias de susceptibilidad encontra­
das en los distintos estadios. Se empleó el material vegetal que se habïa usa­

fo­do para construir la curva de susceptibilidad, con plantas crecidas con un
toperïodo de 12 hs, y que.se describió en el punto Ill.i.ü.L

Se probó el efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, provenientes
de la zona de avance del patógeno sobre el CM.Aquellos obtenidos de tallos

de los estadios l, ll y lll no produjeron efectos significativos sobre el CM
(Tabla XVIl). Esto concuerda con el hecho de que bajo las condiciones de luz
empleadas, los mencionadosestadios resultaron susceptibles al patógeno (Ill.
l.h.i.). Por el contrario, el extracto proveniente de los tallos del estadi
tolerante IV, ínhibió significativamente el CM.

El número prOmedio de esclerocios formados (Tabla XVII) por caja fue sig­

nificativamente mayor (P:0,0l) en los medios que contenían extractos de los
tallos de edad I y II que en los medios que contenían extractos de tallos de
edades lII y IV. El hecho de que los extractos provenientes de los tallos del
estadio tolerante (IV) presenten un efecto inhibidor del CMy de la formación
de esclerocios al compararlo con los provenientes de los otros estadios, hace
suponer la presencia de mecanismosbioquïmicos postinfeccionales.

III.2.h.2.2. Efecto de extractos acuosos, etanólicos ygclorofórmicos.

Otra metodologia de extracción que se utilizó para detectar mecanismos
bioquïmicos de defensa es la que se describe en el punto ll.2.5.2.l.1. y que_
consiste en la extracción sucesiva del material vegetal con una serie de sol­
ventes.

Se estudió el efecto de los extractos acuosos, etanólicos y clorofórmi­
cos sobre el crecimiento micelial (CM)ln vitro. Los mencionados extractos pro­
vinieron de la zona de avance del patógeno de plantas inoculadas de las 3 eda­
des seleccionadas, y de tejidos similares de plantas control, cultivadas con
16 hs de luz (cfr. |I|.l.h.2.). Se realizaron dos ensayos completos.
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Tabla XVII: Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, de la zona de inte­
racción de tallos inoculados de distintas edades, sobre el creci­
miento micelial al 7°dïa (% respecto al crecimiento en medio basal)
y número promedio de esclerocios formados por caja (0,] mg de pe­
so seco de extracto/ml de medio).

Estadios
| Il III IV Control

Efecto +52 +h% +1% -BZ* 0%

Promedio de esclero­
cios por caja 0,65‘b 0,75b 0,133 0,29a 0,5ab

+: efecto promotor; -: efecto inhibidor
*' efecto significativo al 5%
Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas al
19. Los valores son promedio de 8 repeticiones. I: vegetativo; Il: botón flo­
ral cerrado; Ill: botón floral y IV: botón floral abierto.
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a) Extractos acuosos

‘En la Tabla XVIII se ha representado el efecto de los distintos extrac­
tos sobre el CM,al 7°dïa después de la inOCUlación. Los provenientes de plan­
tas no inoculadas ¡nhibieron eh forma similar el CM, independientemente del es­

tadio. Los provenientes de plantas inoculadas de los estadios meros sw<" i­
bles (l y IV) ¡nhibieron por igual el CMen tanto que aquel de plantas en el

estadio mássusceptible (ll) lo promovió. Nose hallaron diferencias signifi­
cativas entre los efectos inhibitorios producidos por los extractos de plantas
inoculadas y no inoculadas.

La función 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 inoculación.

Se encontró un retardo mayor del comienzo del crecimiento en todos los

medios de cultivo con agregados de extracto respecto al medio control. Dicho
retardo no difiró entre los medios con agregados. Unefecto similar se deter­
rinó al probar la influencia de extractos crudos acuosos de raices de frutilla

inoculadas, sobre el CMde Verticillium albo-atrum(0kasha el 31., 1968).
La pendiente de la curva del tratamiento Il (máximasusceptibilidad) i­

noculado, comprendida entre el 2°y 8°dïa fue significativamente mayor (P:0,0l)
que la del control en el mismo tramo. Esto implica una promoción significati­
va del CMpor 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 h°dia, con pendiente que no difiere
significativamente de la del control; y el periodo comprendidoentre el h°y
8°dia cuya pendiente resultó significativamente mayor (P:0,0l) (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 CMen este medio de cultivo.

Las pendientes de las curvas de los tratamientos l y IV inoculado fueron
significativamente menoresque la del control (P:0,0l), pero no difirieron en­
tre si. Esto indicó que dichos extractos inhiben significativamente y por igual
el CM.La tasa del crecimiento füngíco en estos casos se vió reducida aproxi­
madamente en un 50% con respecto a la del medio control (Tabla XIX).
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Tabla XVIII: Efecto de extractos de 20na de interacción de plantas inoculadas
y no inoculadas de edades distintas, sobre el crecimiento mícelial
al 7°dfa (Z respecto al crecimiento sobre el medio basal).

Estadio
Extracto l ll IV

Acuoso (200 mg PFi/ ml) Inoculado -6ha +3b -ssa

Testigo -6ha -60a -6ha

Etanólico (90 mg PFi/ml) Inoculado a - Ga

Testigo +8a 0a - la

Cloroformo (60 mg PFi/ml) Inoculado 0a -18b -51C

Testigo -ha +22b -22b

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

Promediosseguidos por letras diferentes indican diferencias significativas
al 1%.Las comparaciones son unícanente válidas dentro de cada extracto.
+: promoción; -: inhibición; PF: peso fresco inicial
I: vegetativo; Il: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto.
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Tabla XIX: Coeficientes de regresión lineal obtenidos mediante el método de
los cuadrados minimos para las curvas que representan el CMen fun­
ción del tiempo, en medios con agregados de extractos acuosos pro­
venientes de la zona de interacción de tallos inoculados y tejidos
similares de tallos testigo, de distintas edades.

Estadio Coeficiente de 'egresíón

Control (sin extracto) 1,05 a
| inoculado 0,50 b

l testigo 0,55 b
II ínoculado (2°-8°dia) 1,h6 c
Il inoculado (2°-h°dia) 0,78 a
ll inoculado (h°-8°dia) 1,68 c
|| testigo 0,55 b
IV 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 12.
I: vegetativo; Il: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto.
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Las pendientes de las curvas de los tratamientos l, l| y lV.test¡go (no

inoculadas) resultaron significativamente menoresque la del control (P:0,01),
pero no difirieron entre sï (Tabla XIX). Tampocofueron diferentes a las obte­

nidas para los estadios l y IVinoculado. Esto indicó que los extractos de plan
tas sanas inhiben por igual el CM, independientemente de la edad.

Si se estudian comparativanente los resultados obtenidos, y se supone
que la inhibición producida por los extractos de individuos no inoculados se
debe a la presencia de antibióticos constitutivos, se deberia considerar una
de tres posibles situaciones: a) que su naturaleza no sea la mismaen los tres
estadios, pudiendo ser eliminados por acción del hongo en el más susceptible;
b) que la naturaleza sea la misma pero que se den las condiciones para que el
hongo puede detoxificarlos en el estadio más susceptible; o c) que sean igual­
mente detoxificados c0n lo cual no cumplirian un rol eficaz en las diferencias

en susceptibilidad observadas entre estadios. Las dos primeras alternativas pqg
den ser ejemplificadas a través de lo que ocurre en otros sistemas hospedante­
patógeno. En el caso de la compuesta Carthamus tinctorius (Thomasy Allen, 1971),

tanto las plántulas comolas plantas adultas son resistentes a Phytophthora
drechsleri, no asi los estadios intermedios. Esto se debe a la presencia y a­
cumulaciónen los estadios resistentes de poliacetilenos constitutivos que li­
mitan el desarrollo de las lesiones. Por otro lado, LudwigÉt_al. (1960) encon­
traron en coleóptiles de avena de edades susceptible y tolerante la presencia
de compuestos fungitóxicos 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 Ca++ y Mg++que al ser liberados acomplejaban
a los compuestos inactivándolos.

Numerosospatógenos poseen la capacidad de metabolizar sustancias tóxi­
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 vixg e in vitro (Bell,_gp. sit.) . Detal for­
ma seria posible que en las plantas sanas de la edad más susceptible (ll), las
sustancias fungitóxicas hayan sido metabolizadas y transformadas en productos
inócuos ¡ara el hongo. Esto explicaría la promoción observada con los extrac­
tos de individuos inoculadas en el estadio Il.
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Si en cambiose postula la tercer alternativa, es decir que las sustan­

cias ¡nhibidoras en los tallos no inoculados pudieran ser detoxificadas en tg
dos los estadios por igual, se podria suponer que se ha producido una mayor
sintesis de sustancias antifüngicas postinfeccíonales en los estadios menos
susceptibles.

b) Extractos etanólícos

No se han observado diferencias entre los efectos producidos por los el
tractos de plantas inoculadas y no inoculadas en ningún estadio. Por otro lado,
los extractos etanólicos no produjeron efectos significativos sobre el CM,ya
que los crecimientos en los nedios con agregado de estos extractos no difirie­
ron de los obtenidos en los medios control (Tabla XVIII).

c) Extractos clorofórmicos

Los provenientes de plantas inoculadas y no inoculadas en el estadio ve­
getativo (I) permitieron un CMigual que en el medio control, al 7°dia después
de la inoculación. El resto de los extractos inhibió significativamente el CM.

Nose hallaron diferencias significativas entre los efectos de plantas en el es
tadio II inoculado y no inoculado y en el estadio IV no inoculado. Sin embargo la

inhibición provocada por los extractos de plantas inoculadas en este último es­
tadio fue significativamente mayor (P:0,01) que la presentada por el resto (Ta­
bla XVIII).

Al igual que en el caso de los extractos acuosos, la velocidad del CMen

los medios con residuos de extractos clorofórmicos tuvo un ajuste de tipo lineal
independientemente del tratamiento (P:0,01) (Figura 2h).

La velocidad del CMno difirió significativamente en los medios con ex­
tractos de edad I ni entre si (plantas inoculadas y testigo), ni respecto a la
obtenida en el medio control. Por el contrario, a excepción del tratamiento II
inoculado, el resto de los extractos tuvo pendientes significativamente menores
que la del control (P:0,0l).

Mientras los tratamientos II y IV testigo disminuyeron la velocidad del CM
en un 30%, el IV inoculado lo hizo en un 682 (Tabla XX). La pendiente en este

ültímo estadio fue significativamente menorque en todo el resto (P:0,01). La
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Tabla XX: Coeficientes de regresión obtenidos mediante el método de los cuadra­
dos minimos para las curvas que representan el CMen función dei tiem­
po en medios con agregados de extractos clorofórmicos provenientes
de la zona de interacción de tallos inocuiados y de tejidos simila­
res de tallos testigo, de distintas edades.

Estadio Coeficiente de regresión

Control (sin extracto) 1,03 a
l inoculado 1,01 a

I testigo 0,87 a
II inoculado 0,79 ab

II testigo 0,75 b
IV ¡noculado 0,33 c

IV testigo 0,70 b

Cada valor de pendiente se obtuvo a partir de 8 repeticiones.
Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas al 1%.
I: vegetativo; Il: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto.
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pendiente obtenida con el extracto del estadio II inoculado no difirió de la
del control ni de la del Il y IV testigos.

Los resultados obtenidos sugieren que el estadio vegetativo‘il) no po­
seeria sustancias antifüngicas solubles en cloroformo ni antes ni deapués de la
infección. El efecto preinfeccional presente en extractos del estedíu Il tende­
ria a disminuir postinfeccionalmente (¿detoxifícación?). En el estadio !V se
inducirïa un incremento de compuestos antifüngícos preformados, o la sintesis

de 2932 de sustancias inhibidoras del CM(fitoalexinas).
Uncaso similar al propuesto ocurre en plántulas de algodón de diferen­

tes edades ínoculadas con Rhizoctonía solaní (Hunter EE_ÉL., 1978). En este ca
so la acumulación de compuestos preformados (terpenoides aldehidos) comienza al
mismo tiempo en los dos estadios inoculados pero no persiste, o decrece, más
allá de las #8 hs en el más susceptible. Por el contrario, en el estadío tole­
rante ellos se acumulansignificativamente.

ll|.2.h.3. Mecanismosbioquímicos en plantas cultivadas en condiciones de campo

Con el objeto de conocer si los mecanismos bioquímicos puestos de mani­

fiesto en los ensayos realizados con plantas cultivadas en cámara bioclimática
también se presentaban en condiciones de campo, se realizó una serie de ensayos

paralelos con material vegetal asi cultivado. Las plantas se encontraban en es­
tadio de primera semana de floración, y eran seleccionadas por resistencia a
la podredumbre basal. Se estudiaron grupos de individuos que presentaron diver­
sos grados de susceptibilidad frente al hongo.

Ill.2.h.3.1. Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio.

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

sentaban podredumbre avanzada. Se analiió el efecto sobre el CM¿n_yi¿¿9 de ex­
tractos acuosos obtenidos, según la metodologia descripta en el punto |I.2.S.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°dïa de la inoculación. Sin embar
go solo aquellos provenientes de las zonas “enfenna” (E) y l'Sana adyacente” (SA)
resultaron significativos. En el experimento 2, si bien el efecto de la zona de
“interacción” (I) fue levemente inhibitorio, el CMen dicho extracto no difírió
significativamente del obtenido en el medio control. Al igual que en el primer
experimento, los extractos obtenidos de las zonas E y SApromovieron significa­
tivamente el CM.

En el experimento 2 se analizó también el número de esclerocios formados por

caja, y el peso seco de cada esclerocío, para cada tratamiento (Tabla XXII). Los
extractos de las zonas SA y E promovieron también el número de esclerocios forma­

dos por caja y su peso seco individual. El extracto obtenido del margen de avan­
ce del patógeno (I), que no habia afectado el CM, tampoco alteró el número y pe­
so seco de los esclerocios.

Comoconsecuencia de los resultados obtenidos de los experimentos realiza­
dos con extractos acuosos obtenidos en frio, en cámara bíoclímátíca y en condicio­
nes de campo, se arribó a ciertas ideas generales:

Para las concentraciones ensayadas, los extractos acuosos obtenidos en frio
provenientes de los márgenes de las lesiones de plantas susceptibles, no nodi­

ficaron el CMin_vítro ni el número promedio de esclerocios por caja. Por el
contrario los de individuos tolerantes los inhibieron.

El ensayo realizado a campopermitió concluir que tanto los extractos de las zonas
enfermas, altamente colonizadas, comolos de los tejidos sanos adyacentes po­
seen un efecto significativamente promotor sobre el CM.

|II.2.ü.3.2. Efecto de extractos acuosos, etanólicos y clorofórmicos

Los extractos fueron obtenidos de la zona de avance de lesiones de plantas
inoculadas artificialmente en Orán (Pica. de Salta) en el invierno de 1981. Per­
tenecïan a lineas autofecundadas que estaban siendo mejoradas por selección re­
currente, para resistencia a la podredumbrebasal. Se encontraban en la primera
semana de floración, y se cosecharon en el mes de setiembre, a los 15 dias de
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Tabla XXI: Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, provenientes de dis­
tintas zonas de tallos susceptibles ínoculados a campo, sobre el
CMal 8°dia después de la inoculación (0,5 mg de peso seco residual/
ml de medio) (% respecto al crecimiento sobre el nedio basal).

. Zonas del tallo
Experimento Sana adyacente Interacción Enferma

1 + 298’2 + 1sz + soa"z

2 + 3ha“z - isbz + 313%

+: promoción;-: inhibición. *: efecto significativo respecto al c0ntrol.
Los valores son promedio de 6-8 repeticiones. Letras distintas indican diferen­
cias sígnificativas al 1%. Las comparaciones son solo válidas dentro de cada
fila.

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

ZOnas del tallo
Control Sana adyacente Interacción Enferna

Númerode escl./caja 0,83a 2,0b 0,67a 2,hc

Peso seco/esc]. (mg) 1,9b 2,3a 5,0b

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

presentaban distinta susceptibilidad al patógenozplantas con Egdredumbreinci­

piente (SI) y plantas con podredümbre avanzada (S ). Un grupo de plantas no
inoculadas sirvió comocontrol. La metodologia seguida fue descripta en II.2.
5.2.1.2.

Los extractos acuosos de las plantas no inoculadas no inhibieron el CM

a diferencia de lo que ocurrió con aquellas provenientes de la linea isogénica
cultivada en cámarabioclimática (III.2.h.2.2.1.), a pesar de tratarse de néto­
dos y concentraciones comparables. Por el contrario, en este caso el efecto fue
pnomotor (Tabla XXIII). Igualmente, los extractos de tallos susceptibles promo­
vieron el CMmientras 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 patógeno, lo que indi­
caria la presencia de mecanismosbi0quïmicos en relación con diferencias en sus­
ceptibilidad entre grupos de individuos de una mismaedad.

Conrespecto a los extractos etanólicos, no parecerïan estar relacionados
con las diferencias en susceptiblidad, ya que no se encontraron diferencias en­
tre grupos de individuos tolerantes y susceptibles (Tabla XXIII).

En cuanto al número de esclerocios por caja, en todos los casos en que se
incorporaron extractos al medio basal se encontró un increnento significativo
del mismo. Sin embargo, cabe destacar que el extracto proveniente de las plantas
tolerantes produjo un númerosignificativamente menor‘kiesclerocios que aquellos
obtenidos de plantas susceptibles o no inoculadas (Tabla XXIV).

lll.2.h.h. Conclusiones

En todos los ensayos realizados se puso de manifiesto la presencia de me­
canismos bioquimicos postinfeccionales en relación c0n 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 mismaedad que presentan distintos grados de tolerancia a la enfermedad. Es­
to se concluyó comoconsecuencia del efecto que los distintos extractos produje­

ron sobre el CMin vitro. Una mayor tolerancia se relacionó siempre con un efecto
inhibidor. Dicho efecto se manifestó a través de una reducción de la velocidad
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Tabla XXIII: Efecto de extractos provenientes de la zona de interacción de plan­
tas ¡noculadas que presentaron a campodistintos grados de tole­
rancia a la podredumbre basal. S1: podredumbre incipiente; S7:
podredumbre avanzada. T: plantas no inoculadas (300 mg peso fres­
co inicial/ml) (Z respecto al crecímïentñ sobre el nedío basal)

Extractos
Acuoso Etanólico Clorofórmico

T + ¿.232 + 332 NR

s1 - 1sz - zobz rm

s7 + 23°z - 27bz NR

+: promoción; -: inhibición; NR: no realizado
Los valores son promedio de 6 repeticiones. Valores seguidos por letras distin­
tas indican diferencias significativas al 5%. Las comparaciones son válidas
dentro de cada columna.

Tabla XXIV:Nünero promedio de esclerocios por caja en medios con extractos
acuosos obtenidos de plantas inoculadas, con podredumbre incipien­
te (S1) y avanzada (S7), y de plantas no inoculadas (T). C: mediocontrol.

Tratamiento

c 1 s7 T

N°promedio de escl/caja 0,33a 0,67b 1,17c 1,0C

Los valores 50n pronedío de 6 repeticiones. Valores seguidos por letras distin­
tas indican diferencias significativas al 5%.
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del crecimiento del patógeno y del número de esclerocios formados. En algunos

casos se produjo, además, un retardo del comienzo del crecimiento.

Los mecanismosmencionados actuarian, o estarian presentes, tanto en
las plantas crecidas en cámara bioclimática comocultivadas a campo, a pesar
de tratarse de materiales provenientes de distintas lineas.

Es posible que la 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 nodificó la tole­
rancia en el estadio I (Ill.l.h.). Esto estuvo acompañadode una concomitante
modificación 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, aün cuando no lo suficiente­

mente desarrollados comopara frenar la enfermedad. En los márgenes de las le­

siones, en los que aún perduran células vivas, existiría una “lucha” activa en_
tre ambosorganismos 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 aún no han tomado contacto con el patógeno. Esto

coincidiria con la observación general acerca de que las diferencias entre
susceptibilidad y tolerancia en una mismaespecie vegetal residen en diferen­
cias en la magnitud, velocidad de producción y duración de los mecanismos de
defensa, y no en diferencias cualitativas entre los mismos.

En cuanto a la existencia de mecanismos bioquímicos preinfeccionales los
resultados han sido dispares. Los resultados variaron de acuerdo con el nétodo
de extracción y del material vegetal y las condiciones de cultivo empleadas.
En un mismomaterial vegetal y con similares condiciones de crecimiento la pre­
sencia de estos mecanismos se manifestó al emplearse el método de extracción
más drástico y prolongado (agua en ebullición y 12 hs de extracción). Sin em­
bargo comose discutió oportunamente, el hecho de que el efecto inhibidor se
encontrara en extractos de plantas sanas de todos los estadios parecería indicar
la no relación con la defensa. Seria posible descartar artificios de extrac­
ción que explicaran la magnitud de este efecto inhibidor en planta sana, ya que
los extractos de estas plantas crecidas a canpo y las de susceptibles crecidas
en cámara, obtenidos con igual método, promovieron el CM.
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No se conocen antecedentes bibliográficos previos sobre los mecanismos
de resistencia en girasol frente a esta enfermedad. Sín embargo se ha sugerido
la existencia de mecanismosbi0qufmícos preínfeccionales en papa y cebolla ata­

cados por í. sclerotíorum (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 corno la 70H, 1+metoxí-isoflavona poseen una actividad anti­

füngica frente a trifoliorum (Vírtanen et al_., 1958; Debnany Smith, 1976).
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lll.3 Compuestos fenólicos en relación con los mecanismos bioquímicos de
resistencia

|II.3.]. Introducción

En el punto ||l.2 se expusieron aquellos experimentos cuyo resultados per­
mitieron demostrar la existencia de mecanismosbi0quimicos en relación las dife­
rencias en susceptibilidad entre los distintos estadios fenológicos del girasol,
y entre grupos de individuos dentro de un ünico estadio.

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

Comose mencionara en los antecedentes bibliográficos, los c0mpuestos anti­
füngicos pre o postinfeccionales pueden pertenecer a diferentes grupos quimicos
(I.3.3.3.6).

Debido a la amplia gama de posibilidades que se presentaban para el estudio
de todas las sustancias eventualmente involucradas se decidió restringir aQUel
al análisis de los compuestos fenólicos en relación con los mecanismos de defensa.

Los aspectos que fundamentaron tal decisión fueron:

- Las_1esiones de las.p]antas-tolerantes:uedad:l, IlT y IV se caracterizaron por
poseer bordes limitados castaño-rojizo oscuros, ser superficiales y afectar uni­
camentelas capas corticales del tallo (cfr. lll.1.). Estos sugería la relación
de los pigmentos melaninicos (polímeros de dihidrioxifenoles) o sus precursores
con la tolerancia. Cabe destacar que en nunerosas enfermedades parasitarias esos
polïmeros intervienen en la delimitación de las lesiones necrótícas (Bell, 1981).

- Los_estudios realizados en tallos de girasol sanos citan la ocurrencia del ácido
clorogénico y sus isómeros comoprincipales compuestos fenólicos, relacionándoios
con la sintesis de lígnina, control hormonal, alelopatia,etc(Koeppe el ÉL., i969;
1970; 1976)­

- Las observaciones preliminares de cortes transversales de tallos, en presencia de
reactivos histoquimícos para la localización de dihidroxifenoles, permitieron
conocer que estos se localizaban en las zonas periféricas del tallo. La locali­
zación de un compuesto supuestamente relacionado con la defensa en las zonas de

infección es un requisito indi5pen55ble que debe ser'demostrado para Sosteher
tal afirmación.
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Una gran proporción de c0mpuestos antifüngícos, ya sean pre o postinfecciona­
les, s0n de naturaleza fenólica (Friend, 1977).

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

a) Estudiar la eventual acumulación de los compuestos fenólicos en tallos de gi­
rasol de las distintas edades, o grupos de plantas dentro de una mismaedad,

comoconsecuencia de la inoculación c0n S. ¿clerotiorum.

b) Investigar la existencia de una relación entre el ¡ncrenento de estos compues­
tos y el grado de tolerancia al hongo.

c) Identificar los compuestos inhibidOres eventualmente hallados.

d) Cuantifícar los compuestos inhibidores in vivo y determinar sus umbrales mini­
mos de inhibición.

e) Localizar hístoquïmicamente a los fenoles en los tejidos testigo e inoculados a
fin de conocer si existen diferencias entre estadios y confirmar su ubicación en
las zonas de infección.

f) Realizar un análisis cualitativo comparadode los fenoles presentes en tallos
tolerantes de fl. annuus y E. tuberosus a fin de conocer similitudes o diferen­
cias en los compOnentes de la defensa.

El término “compuestos fenólicos“ involucra un amplio espectro de sustancias
que poseen en común un anillo aromático con uno o más grupos hidroxilos sustituyen­
tes. Generalnente se encuentran en los vegetales combinados con azúcares (glucósi­
dos) o comoésteres de ácidos orgánicos. Esto los hace más solubles y transporta­
bles en la planta que los fenoles libres. Generalmente se los localiza en el ínte­
rior de las vacuolas (Ribereau-Gayon, 1972).

Las obras editadas por Harborne (1973) y Swain EL al. (1977) suministran una
visión general de sus estructuras, aislamiento, identificación, distribución natu­
ral, metabolismo, biosïntesís y función patológica. Las revisiones de Friend (1977)
y Kosuge (1969), y el “Sinposio sobre Fenoles en las Plantas Sanas y Enfermas”

(Pridham, 1960) aportan aspectos generales sobre sus roles en la defensa. Ademásde_

su relación con la mismase hallan vinculados con funciones estructurales (lignina)
de atracción (flavonoides), de alelopatia, regulación y reserva.
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lll.3.2. Determinación del tiempo de extracción de los fenoles solubles.

Los antecedentes bibliográficos demostraron que los principales fenoles
solubles presentes en tallos de girasol son los distintos ácidos cafeoilquïnicos
(KoeppeÉt_Él., 1970 etc), compuestos de amplia distribución en el reino vegetal.
El más abundante de ellos, ácido clorogénico, es un ester del ácidos cafpirn y
el ácido quïnico (ácido 3 cafeoilquïníco) (Figura 25). Sus isómeros son: el áci­
do criptoclorogénico (h cafeoilquïníco), el neoclorogénicc (5 cafeoílquïnico) y ei
isoclorogénico (mezcla de los ácidos 3,h; h-S; y 3-5 dicafeoilquïnicos) (Grodzins­

ka-Zachwíeja gt 21., 1967) (Figura 25).
Unestudio referido a la solubilidad de diversos derivados hidroxicínámicos

(Voígt, 1960) muestra que el ácido clorogéníco (clo.) es soluble en los solventes
bastante polares comoalcoholes ligeros, la acetona y eventualnente el agua.

Dichos solventes son los frecuentemente empleados en las técnicas generales

para la extracción de compuestos fenólícos del material vegetal (Nichíforesco gt
¿1L., 1965). En todos los casos, la presencia de una cierta proporción 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 hidrógeno
o uniones covalentes, segün el pH), con las proteinas. El agua favorece la ruptu­
ra de dichos ligamientos.

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

Comopuede observarse en la Tabla XXV,al cabo de 3 hs se ha extraido el 992

del total de fenoles, independientenente del origen del material (zona del tallo,
estado sanitario, y grado de susceptibilidad). Por lo tanto se decidió emplear
tres períodos sucesivos de una hora para el logro de una extracción eficiente y
comparable.

lll.3.3. Compuestosfenólicos totales

lll.3.3.l. Estudios cuantitativosgy relación entre la concentración de fenoles en
los extractos y el efecto de los mismossobre el crecimiento micelial
T271
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Estructuras de ¡os ácidos cafeoí!qufnícos más abundantes
en los tailos. a: ácido 3-cafeoilquïnico (ácido clorogé­
nico), b: ácido 3,5-dícafeoi1quïnico; c: ácido h,5-dica­
feoílquïnico y d: ácido 3,h-dícafeoí]quíníco (el ácido
isoclorogéníco está constituido por una mezcla de las es­
tructuras b, c y d).
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Tabla XXV:Proporción de fenoles solubles totales (Z) extraídos con distintos
tiempos de ebullición del material vegetal en metanol 80%.

Extracción
la 2a 3a ha 5a 6a

Duración (hs) -¡ 1 0,5 0,5 1 0,5

Zona del tallo
Testigo L 73 21 5 l
(no ínoc.) SA 73 22 h 2

Inoc. sus- L 85 10 3 1,3 0,7
ceptíble SA 85 1] 2,7 0,6 0,7

Inoc. tole- L 89 7,3 1,7 1,1 0,9
rante SA 87 10,6 1,6 0,8 ­

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

SA: Zona de tejidos.sanos adyacentes al margen superior de las lesiones ( l
cmde longitud) o similares en las plantas testigo.
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Ill.3 3.1.1. Plantas cultivadas en cámara bioclímática

lll.3.3.1.l.l. Análisis al 5°dïa de la inoculación

Contenido de fenoles en plantas sanas versus enfermas

En un primer análisis de los datos solo se compararon los resultados de >­

CUerdoc0n la edad y el estado sanitario de las plantas (Tabla XXVI). Se detectó
un incremento significativo de los fenoles en los tallos inoculados oe lux tres
estadios, pero no se hallaron diferencias significativas entre ellos.

El contenido de fenoles en las plantas testigo del estadio IV fue menor
que en los otros estadios.

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

Eneste análisis se discriminaron las distintas 20nas de los tallos asi

comolas dos subpoblaciones del estadio Il que se delimitaron y describieron en

el punto lll.l.b.2. Interesaba conocer en que zona/s se producía la acumulación
fenólica asï comosi esta era localizada o sistémica (inducida en toda la planta).

Para ello se analizó individualmente el contenido de fenoles totales en

las zonas de las “lesiones” (L), “sanas adyacentes“ (SA) (segmentos de tallo de l
cm de longitud a partir del margen superior de la lesión), y del “primer nudo“

(PN) (segmento de tallo de l 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°dïa después de la inoculación.

En las plantas tolerantes (I, ll lV), la acumulación fue significativaY

en las zonas (L) y (SA); no se encontraïon diferencias entre los estadios (Figura
26). Unicamenteen el estadio IV se verificó un incremento significativo de los
fenoles en la zona PN (Tabla XXVII).

El contenido de fenoles en las 20nas L de los individuos susceptibles fue

siempre significativanente nenor que en las de los tallos tolerantes; en algunos eg
perimentos fue mayor que en las plantas testigo (Tabla XXVIII) (Exp. 2) en tanto

que en otros no existieron diferencias (Tabla XXVIII) (Exp. l). La concentración
fenólica en las zonas SA fue mayor (Figura 26), o similar (Tabla XXVIII) (Exp.l)

a la de tejidos análogos de los testigos. En la zona (PN) nunca se verificó in­
crementos de fenoles (Tabla XXVll).
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Tabla XXV|:Concentración de fenoles totales solubles en netanol en tallos sa­
nos e inoculados de distintas edades (mgde fenoles/gr de peso fres­
co inicial).

Estadio
l II . IV

Testigo ¿“58a ¿»,71a 3,38b

lnocul adas 11+,09C 10,72C 9,76b

Los valores son promedios de 20-2h repeticiones e incluyen a las zonas (L) y
(SA). Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significati­
vas al 5%.

I: estadio vegetativo; ll: estadio de botón floral cerrado y IV: estadío de
botón floral abierto.
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Tabla XXVII: Contenido de fenoles totales solubles en metano] en las zonas de
“primer nudo”y tejidos similares de tallos testigo, de distintas
edades (mgde fenoles/gr de peso fresco inicial).

Estadio
l II IV

Testigo 0,75a 2,5a 2,5a

'Inoculado 2.0a 2,7a 8,0b

Cada valor es promedio de 8 repeticiones. Valores seguidos por letras distintas
indican diferencias significativas al 12.
l: estadio vegetativo; ll: botón floral cerrado y IV: botón floral abierto.



TablaKXVIl|2Contenido de fenoles totales solubles en metanol

noleS/gr peso fresco inicial).

en distintas zo­
nas de tallos ínoculados y testigos de distintas edades (mg de Fe­

Experimento Tratamiento I Esïïdlo Il
s

1 testigo (L)‘ 1.36a 1,8a 1,8‘a

testigo (SA) 1,30a 1,20a 1,20a

inoculado (L) 7,58b 2,76a 6 72b

inoculado (SA) 1+,th 2,10a 5,1ub

2 testigo (L) 0,6a 0,96a 0,96a
inoculada (L) 8,1C 3.55b 6,140C

Los valores son promedio de 3-6 repeticiones. Las comparaciones solo son váli­
das dentro de cada experimento; valores seguidos por letras distintas indican
diferencias significativas al 1%. (L): lesiones; (SA): sanas adyacentes; l:

vegetativo; IIS: plantas suseeptíbles c0n botón floral cerrado y IlT: planta
tolerantes con botón floral cerrado.



Conreferencia a las plantas testigo no se detectaron diferencias en el
untenido fenólico para las distintas alturas del tallo estudiadas (Figura 26)
Tabla XXVIIl). Los reSultados obtenidos permiten concluir que:

Comoconsecuencia de la infección se produce una acumulación significativa
de fenoles en las L_y Éfi_de las plantas tolerantes. En el estadio IV esto
también ocurren en EE.

- En las L de individuos su5ceptibles(lls) la acumulación de fenoles es menor
que en la misma zona de individuos tolerantes, aunque puede no OCurrir. En
las EA, dicha acumulación 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 relacionó con una mayor acumulación de los
fenoles en las zonas de infección. Al representar la inversa del contenido
de fenoles en las lesiones, en función de la longitud de las mismas (inde­
pendientemente de la edad) se encontró una correlación significativa entre
ambasvariables (r: 0,6) (P: 0,01) (Figura 27).

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

El análisis del contenido de fenoles demostró una respuesta a la infec­
ción que se relacionó con el grado de tolerancia a la enfermedad. La pregunta
que surgió de inmediato fue si los extractos caracterizados por distintas concen­
traciones de fenoles presentan a su vez efectos diferenciales sobre el CM.
Conese pr0pósito 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 l,

IlT y IV ínhibieron por igual el CM.Aquellos provenientes de las L de los ta­
llos susceptibles (IIS), e n los cuales no se habia verificado incremento fenó­
lico, no modificaron significativanente el CMrespecto al obtenido con el nedio
de cultivo basal (Figura 28).

Los extractos obtenidos de los tejidos SA, en los que se produjo acumula­
ción, inhibíeron el CMindependientemente de la edad del hospedante (Figura 28).

A igualdad de concentración, 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 PNdel estadio lV inoculado, en
los cuales se habia verificado un increnento fenólico, ínhibieron el CM(Tabla

XXIX).
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Figura 28: Efecto de distintas concentraciones de ex­
tractos metanólícos (mg de peso fresco de
tejido incial/ml), sobre el crecimiento mi
celíal al 7°dia después de la inoculación­
(expresado como Z del crecimiento en medio
basal sin extractos). O: extractos de plan
tas sanas independientemente de la edad y a2
na del tallo; o: extractos de lesiones de ¡2
dividuos susceptibles en estadío de botón flg
ral cerrado (IIS, máximasusceptibilidad).
A: extractos de zonas “sanas adyacentes“ a
las lesiones, independientemente de la edad
(l, IIS, IIT y IV) y : extractos de lesio­
nes de tallos tolerantes (I, IIT y IV). Ca­
da valor es promedio de 6 repeticiones.
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Tabla XXIX: Efecto de extractos metanólicos provenientes de la zona del “pri­
mer nudo“ (PN) de tallos testigo e inoculados de edad IV, sobre
ei CMal 7°dïa de la inoculación (Z respecto al crecimiento so­
bre el medio basal).

Estadio Zona Efecto sobre el CM

IV testigo PN + 7

IV ínoculado PN -29*

IV: estadío de botón floral abierto. +: efecto promotor; -: efecto inhibidor;
7“t:acumulación de fenoles.



que­

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 promotores o inhibidores) se incre­
mentaron al aumentar la concentración de extracto en el nedío de cultivo (Fi­

gura 28). Es posible concluir que siempre que se detectó 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.

lll.3.3.l.l.2. Contenido fenólico en plantas de edad II a distintos tiempos
después de la inoculación.

En los estadios tempranos de las infecciones, los cambios metabólicos que
se producen como consecuencia de las mismas son similares a aquellos propios
del daño instantáneo, comocuando ocurren heridas necánicas. En los estadios
tardios los eventos metabólicos involucran cambios característicos, propios
del daño continuo (Uritani, ¡979).

A fin de lograr la comprensión de los distintos procesos relacionados
con la infección se han realizado estudios que toman como sistema experimen­

tal a plantas dañadas mecánicamente (Uritani, 92. 515.). Dichas alteraciones,
que ocurren tanto en los tejidos dañados comoen los adyacentes a fas super­
ficies cortadas, incluyen un incremento en la respiración debido al aumento
del número de mitocondrías y estimulación de enzimas utilizadoras de ATP, ta­

les como la sintesis de RNAy proteinas (Uritani y Stahmann, 1961). Los pre­

requisitos adicionales para tal respiración son un consumocontinuo de carbohi
drato y un suplemento adecuado de ADP, ATP, NADy NADP(Matsushita y Urítani,

l97h).
Otra alteración conocida en respuesta a los cortes es la producción de

fenoles luego de 12 hs de fase de retardo (Kosuge, 1969). La producción de

los mismos permanece lineal por dos dias y luego la velocidad disminuye (Mina­

mikawa y Urítani, 196h). En el caso de heridas, dichos compuestos han sido rela­

cionados c0n la sintesis de ligninas y suberinas que intervienen en la constitu­

ción de los tejidos de cicatrización (McClure, ¡967; Crafts et_al.. 1962). Se
ha sugerido que una hormonade heridas se liberaria a partir de las células da­
ñadas ínCrementando el metabolismo de los tejidos sanos adyacentes. Sin embargo
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esta hipótesis no ha sido comprobada.

Unavez concluida la etapa temprana de la infección se producirán dife­
rentes patrones dependiendo, de la particular interacción hospedante-patógeno.

Conel propósito de conocer la cinética de la producción de fenoles se
realizó un estudio secuencial con plantas del estadío II. Los fenoles totales
se cuantificaron en los extractos metanólicos obtenidos de las lesi0nes de

tallos cosechados al 3°, h°, 5°y 7°dïa después de la inoculación.
Comolos sintomas externos, en los individuos tolerantes y susceptibles

(IIT y IIS) al 3°y h°dïa, no se diferenciaban no fue p05ible dicernir a priori
cuales pertenecían a uno u otro subgrupo (Ill.1.h.2.). Por ello, el criterio
empleado fue reunir, dentro de cada muestra, aquellos individuos en los cuales

las lesiones eran más profundas y alcanzaban la médula con aquellos en los que
los haces vasculares se mostraban oxidados (castaños). Conodichos sintomas
son característicos de la susceptibilidad (capitulos Ill y VI) los individuos

que los presentaban se incluyeron bajo la denominación IIS. El resto, que se
caracterizó por poseer lesiones muysuperficiales, se denominó llT.

En las plantas del grupo IlS cosechadas al tercer dia, el contenido de
fenoles fue mayor que en las plantas testigo y no difirió del de los indivi­
duos cosechados al h°y 5°dia (Figura 29).

El contenido de fenoles en las lesiones de las plantas IITfue también siem
pre mayor que en las testigo, incrementándose-en función del tiempo de la ¡nor
culación de manera exponencial (r2 = 1,0), hasta el 5°dïa. No se hallaron dife­
rencias significativas ni entre el-3°y h°dia ni entre el 5°y 7°dïa. Por el con­
trario se verificó un incremento altamente significativo entre el h°y 5°dïa
(Figura 29).

Los resultados obtenidos sugieren que el comportamiento de las subpobla­
ciohes susceptible y tolerante dentro de la edad I seria similar hasta el h°
dia. En tal sentido se encuentra un paralelismo con respecto al desarrollo

de las lesiones (ver gráfico anexo a figura 29) cuyas longitudes exhiben sus má
xímas diferencias al S°dia. Los datos parecerian indicar que en las plantas del

estadio ll se alcanza la concentración de fenoles apropiada para detener al pgT

tógeno, o hacer baja la velocidad de su crecimiento, mientras que en el lis
esto no ocurriría.
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Uritani (1979), al estudiar la interacción batata-Ceratocystís fimbriata
enc0ntró que un dia después de la infección se produce en los tejidos enfer­
mos un incremento en la producción de Fenoles, respiración, consumo de car­

bohidratos, activación de ciertas enzimas mitocondriales y formación de pero­
xidasas. La velocidad de producción de dichos procesos muestra una curva bí­
fásíca, la que es interpretada por el autor como resultado de un estado tran­
sitorio entre las respuestas primarias y secundarias a la infección.

Ill.3.3.l.2. Plantas cultivadas a campo

Ill.3.3.l.2.l. 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 acumulación postinfeccional de fenoles, y si esta se relaciona­
ba con la tolerancia a la podredumbrebasal, se utilizaron plantas de distin­
tas lineas que estaban siendo seleccionadas por su resistencia a la menciona­
da enfermedad. Dichas plantas, cultivadas en el campoexperimental de Cargill

S.A. en Pergamino (Pcia. de Bs.As.), en la campaña 1982/1983 Fueron inocula­
das experimentalmente en la primera semana de floración (diámetro promedio

del capitulo de S cm), y cosechadas a los 35 dias después de la inoculación.

Posteriormente, Fueron separadas en grupos de individuos susceptibles y tole­
rantes. Los tallos transportados en Frio hasta el laboratorio se Fraccionaron
y extrajeron segün la metodologia descripta en el punto ll.2.S.2.2.l. 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 su5ceptíbles se presentaron huecos, y las lesio­
nes que exhibian poseían una longitud promedio de 3h 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.

Comopuede observarse en la Tabla XXXse encontró una relación entre la

tolerancia y el incremento postínfeccíonal de los Fenoles. En los individuos
tolerantes este Fue significativo en las zonas L; por el contrario esto no
ocurrió en los individuos susceptibles. No se detectó acumulación en las
zonas SA independientemente del grado de tolerancia.
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Tabla XXX:Contenido de fenoles totales en extractos metanólicos 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
(Z respecto al nedío basal)

crecimiento micelial al
(150 mg de peso fresco inicial/ml de

6°dïa de la inoculación

medio).

Z Testigo Inoculado Inoculado
ona (no inoculado) Tolerante Susceptible

a o b ') a

Fenoles (L) 1'508 ll“7a 2,‘0a
(SA) 1,23 1,93 1,95

Efecto sobre (L) -10a -56b -3oC

c“ (SA) NR oa oa

Cada valor es promedio de 3-5 repeticiones. Promedios seguidos por letras dis­
tintas indican-diferencias significativas al 5%. Las comparaciones son válidas
entre filas y columnas, dentro de cada variable. -:
zado.

inhibición. NR: no reali­



-153­

Al estudiar el efecto de los extractos metanólicos sobre el CMse encontró

que aquellos provenientes de las L lo inhibieron significativamente. Sin em­
bargo la inhibición 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 SAde las inoculadas no afec­
taron el CM (Tabla XXX).

lll.3.3.l.2.2. Contenido de fenoles de acuerdo con la zona de inoculación

En el punto |||.l.3 se describió un ensayo en el que se comparó el compor­
tamiento del hibrido Super hOO (S 400) y de una linea madre del mismo (LM),
al ser inoculados en distintas zonas del tallo. Los resultados habian indica­

do que mientras S #00 era susceptible índependíentenente de la zona de inocula­
ción LMera tolerante si se la inoculaba en el hipocótile (H) y susceptible
si se la inoculaba en el epicótile (E).

Surgíó como interrogante si dichas diferencias de respuesta al patógeno se
relacionaban con diferencias en la acumulación fenólica. Para ello, se deter­
minó el contenido de fenoles en las lesiones de los indiViduos que habian sido

evaluados en el ensayo descripto en el punto |l|.].3.
Comose observa en la Tabla XXXIlos mayores contenidos fenólicos se encon­

traron en la LMrespecto al S #00; a su vez dentro de esta los individuos ino­
culados en el H presentaron las concentraciones más altas. No se hallaron dife­
rencias de concentración entre las distintas zonas de inoculación en S #00. El

efecto de los extractos sobre el CMguardó una relación directa con el conteni­
do fenólico, es decir que a mayor concentración mayor efecto inhibidor (Tabla
XXXI).

I||.3.3.l.3. Conclusiones

La aceleración de la sintesis de los compuestos fenólicos luego de la in­
fección por un agente patógeno es un fenómeno conocido en numerosos hospedantes

y que se ha relacionado muyfrecuentenente con la resistencia (Horsfall Ét_gl.,
1959; Pridham, 1960; Kosuge, 1969; Friend, 1977; Bell, 1981, etc). Generalmente
existe relación directa c0n la magnitud de tal inCremento, y en especial entre



-15“­

Tabla XXXI:Concentración de fenoles totales (mg de fenol/gr de peso fresco de
tejido inicial) en las lesiones de tallos de una linea madre del
hibrido Super #00 (LM)y de este hibrido (S #00) inoculados en el
hipocótile (H) y epicótile (E); efecto de lo correspondientes extras
tos metanólicos sobre el crecimiento micelial al 6°dïa de la inocu­
lación (2 respecto al medio basal) (300 mg de PF inicial/ml medio).

Zona de inoculación
E H

LM 9,33 10,7b
Fenoles

s ¿»oo 3,0c 3,7c

LM -58a -90b

Efecto sobre c
CM S #00 '33 NR

inhibición; NR: no realizado.
Cada valor es promedio de 3-5 repeticiones. Valores seguidos por letras distin­
tas indican diferencias significativas al 52. Las comparaciones son válidas en­
tre filas y colunnas, dentro de cada variable.
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la velocidad de la sintesis y el grado de resistencia. Tal es el caso de

Helminthosporium carboníum en papa (Kuóg¿_al¿, i956; Sclerotinia frutioena
en manzano (Byrde EL EL., 1960) Colletrotichum graminícola en maiz (Hammersch­

midt e; al., 1977) y Verticíllium albo-atrum en frutilla (OkashaÉt_al¡, 1968).
Su acción se ejerce a través de la inhibición del crecimiento micelíal, la

inhibición de la germinación de las esporas fúngícas, o el bloqueo de las en­

zimas extracelulares de los patógenos (Byrde, 1957; Dabler gt EL., 1969; Patíl
_gt 31., 1967; Kritzman el EL., 1980; Haars g¿_al., 198], etc).

Los antecedentes de este tipo en girasol son muyescasos. Cohen e Ibrahim
(1975) encontraron que la escopoletina se ¡ncrementaba en las porciones supe­
riores de los tallos de girasol ¡noculados con Plasmopara halstedii, al igual
que en las hojas. El ácido clorogénico al comienzo aunentaba y luego disminuia
por debajo de los niveles hallados en las plantas sanas. Sin embargo, la alte­
ración de los contenidos de los mencionados fenoles en esta interacción no se

relacionaria con la defensa sino con alteraciones en el control hormonal, las

que llevan a la fuerte inhibición del alargamiento del tallo, sintoma tipico de
la mencionadainteracción. Por otro lado, los fenoles totales y ortodihidroxi­
fenoles aunentaron en las 20nas de halo y prehalo, y disminuyeron en las zonas
necróticas de las lesiones foliares producidas por Alternaria helíanthi (Bhas­
karan y Kandaswamy, 1978).

Los resultados presentados en este punto permiten concluir que la toleran­
cia se caracteriza por la acumulación postinfeccional de los compuestos fenóli­
cos. Este fenómenoocurre tanto en individuos en estadios tolerantes(|l|.3.3.
1.1.1.),en grupos de individuos resistentes dentro de un estadio susceptible
(lll.3.3.i.2.l.) y en tejidos tolerantes de hospedantes en estadio de mayor
susceptibilidad (III.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
menosbajo las condiciones de trabajo utilizadas).

A medida que aumenta el contenido de fenoles en los extractos metanólícos se
incrementa el efecto inhibidor que estos poseen sobre el CM.

Con respecto a la naturaleza dinámica de la defensa Bell (1980) propone va­

rios modelos (Figura 30). Según este autor la lucha entre el patógeno y el hos­
pedante puede imaginarse cono una competencia deportiva en la que los contrincantes
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ponen en juego su fuerza, rapidez, velocidad y resistencia. Comoocurre en
dicho caso la magnitud de cada uno de estos elementos de cada deportista
adquirirá una importancia relativa al contrastarse con los correspondientes
del contrincante. Haciendo un paralelismo con las interacciones huésped-pezón
geno es el balance ,de la dinámica de la colonización secundaria en rela­

ción con la dinámica de la defensa el que determinará el graJo de ÏülcPïñíf

cia o susceptibilidad a la enfermedad.
En el huésped tolerante el conjunto de todos los factores de resistencia

postinfeccíonal se dan más rapidamente, se inician antes o tienen una mayor

duración que en el susceptible. A esto puede sumarse un mayor grado de tole­

rancia preínfeccional (plateau de las curvas) (Figura 30).

Si bien el esquema propuesto por Bell (QE. sit.) es muyamplio y conside­
ra en su conjunto todos los componentes de la defensa se considerará los resul­
tados del ensayo cinético de la acumulación de fenoles en términos del mismo

partiendo de la suposición de que estos compuestos intervengan en los mecanis­
mos de resistencia.

Las diferencias cuantitativas entre las subpoblaciones IlS y II en el ensaT1

yo descripto en III.3.3.1.1.2 permite la formulación de una serie de hipótesis
de trabajo:

a) Si se considera que en esta interacción se dan una respuesta primaria cono
consecuencia del daño celular y una secundaria inducida por el patógeno,

podria existir una falta de respuesta secundaria en IIS (¿falta de con­
diciones para que se libere o produzca un inductor patogénico?).

b
V

Otra posibilidad seria que la sintesis fenólica no contine más allá del 3°

dia en llS, o lo haga a menor velocidad. Las concentraciones inhibido­
ras no se alcanzarian a tiempo para frenar el crecimiento füngico; el hon
90 crecerïa colonizado los tejidos, metabolizando los fenoles y evitando
su acumulación. Sín embargo la sintesis de estos compuestos no se veria

impedida en las 20nas SAdonde continuaría la acumulación. 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, cono ocurre en la interacción papa-Phytophthora
compatibles (Currier, 1981).
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Figura 30: Modelo propuesto por Bell (1980), que muestra las relaciones tempo­
rales entre la colonización secundaria potencial de un patógeno y
la defensa potencial del hospedante. Los niveles y tiempo IC son a­
quellos en los que ocurre la inhibición completa de la enfermedad,
en los sitios donde se produjo la infección e índujo la defensa post
ínfeccional. (---) colonización secundaria relativa, comoextensión
hifal o liberación de conidios en el interior de los vasos xilemáti­
co desarrollada más allá del sitio de infección original,(—__J acu­
mulación de los componentes de la defensa. El plateau inicial repre­
senta a los componentesconstitutivos y las pendientes de las curvas
la producción de componentes inducidos como consecuencia de la infec­
ción en interacciones resistentes (R) y susceptibles (S).
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c) La existencia de diferencias cualitativas en los fenoles entre individuos

permitiría una metabolízacíón de estos compuestos en IIS.
d

V Fallas en la traslocación de los fenoles desde SA impedirian su acumulación
en L. Esto podria deberse a la disminución en la permeabilidad celular que,
según Hancock (1972), ocurre en las zonas adyacentes a las lesiones.

e) Una mayor estimulación del crecimiento patogénica en Il permitiïfa una ma­
S

yor metabolización de los fenoles en dicho estadio.

III.3.3.2. Estudios cualitativos

Il|.3.3.2.1. Plantas cultivadas en cámarabioclimática

La siguiente etapa del trabajo obedeció a dos objetivos principales:

a) conocer si existían 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 conpuestos.

|||.3.3.2.1.1. Análisis de extractos no hidrolizados

En la Figura 31 se presenta el perfil cromatográfico de los compuestos fluores­
centes hallados en los extractos metanólicos de las plantas testigo. No se encon­
traron diferencias entre los distintos estadios con respecto a los compuestosmás
abundantes: 1, 2, 3, 3', h, 13, 31 y 6. Las caracteristicas de las sustancias lo­
calizadas se detallan en la Tabla XXXII. El compuesto 25 se detectó únicamente en
la edad I y los compuestos B, 9, ho, kh solo en el estadio Il aunque no siempre

estuvieron presentes. Las manchas S, 7, 11, 21, 22, 23 y 26 parecian disminuir al
aumentar la edad de la planta (Tabla XXXIII). Finalmente las manchas 19 y 20 aumen­

taron en tamaño e intensidad con la edad del hOSpedante (Tabla XXXIlI).

Los extractos metanólicos provenientes de las zonas L de individuos inoculados
contenian básicamente los mismos compuestos fenólicos independientemente de la e­
dad del individuo y grado de tolerancia, a excepción del estadio IV en el que es­
taban ausentes los compuestos 15, 15', 18, 22, 27, 30, 39, #0 y kh (Figura 31 y
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Tabla XXXII: Propiedades de fluorescencia y reacciones coloreadas de los Feno­
les de los extractos rnetanólicos en cromatografía sobre papel.

fiïmp' UV UV+riH3 FeCl3 DPNA DPNA+CO3Na Hno2 HN02+alcai i FC FC+NH3 AICI3

1 , 2 Az VeAm G Ca Ro Am Ro -- A2 Az
3 , 3 ' Li A2 VeAm G Ca Ro Am Ro -- Az A‘z
S -- Ve -- Ros Ros — -— -- -- —
6 Vi Vi -- -- -- — — -- -— -­
- Cel Cel -- -- -- — ——- -- -- -­
8,9 -- AmVe — -- -- — — -- -- —
H A, A, — -- -- — — -- -- -­
¡3 Cel Cei — -- —- — — — — -­
15,15' Vi VeAz — Ca Vi — — — — -­
8 -- Vi — -- -- — — — — —

19,20 -- Az — -- -- — — -— — —
21 ,22 ,26 Az Ve — Ca Ca — — — — -­
23 Ví Vi — -- -- — -—— — — —
2L; -- Ro — —- -- — — — — —
25 Cel Cel — — — — — — — —
27 Vi Vi — Ros Vi -— —- — -— —
3o Mo Mo — Am — — — — — —
31 Cel Cel -— — —- — — — — —
33 -- Ve — Ros Ros — — — — —
39 -- Cel — Ros Ros — — — -— —
¿ili- -— Vi — Ros Ro — — — — -­
Lis -- -- — -- Vi — —— — — —-—
¿i6 -- -- — Ca Az — — — — '—‘
¿»7 -- -- —— -- Vi — — — — —
Fr -- Am — -- -- — — — — -—
Fr: banda difusa comprendida entre los Rf 0 y 0,3 en la dirección B:.".c:A.
--: no reacciona; -—: no se reveló
AmVezamarillo verdoso; Mo: morado; Ro: rojo; Ros: rosado; Vi: violeta; VeAm:

verde amarillent ;. VeAz_:verde dazulFado;ce]; celeste; _Az:azul; Ca: castañoDPNR:p-nltroanl Ina diazotiza a; C: reactivo de Folin Ciocalteu
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Tabla XXXIII: Presencia y abundancia relativa de los compuestos fenólicos 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.

Comp. N° Inoculadas Testigo
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I: estadio vegetativo; IIT: individuos tolerantes en estadio de botón floral cerrado; l| :
individuos Succeptíbles en estadio de botón floral cerrado; IV: estadío de botón floral

'*5_Lï;rto; ESLd'a subjetiva basada en intensidad de fluorescencía y tamaño de las manchas:
3: abundante; Z: intermedio; l: escaso; 0: ausente; (-): no siempre presente; ?: cromato­
grama no revelado con agente especifico para ese compuesto.
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Tabla XXXIV:Valores de Rf de los príncípales componentes del extracto meta­
nólíco en cromatografía sobre papel.

Ac 2%

Sistemas de solventes
B:Ac:A

OCompuesto N

0,2; 0.3

20.v1383537h0h0991555959450555

681556673026786785h2331866hfi99]

,',,’’,'ÍÍI,,,',,’IÍ,’Í1’,,,1­
00000o00000000000000000000000000

365¡67669Iu1055678.“.11217“

iIIi1)Ivii9IDít9IIiI),9JIiiiIIv.

I...3

1235678901355890
2
21
22

Cada valor es promedio de aproximadamente 30 papeles.
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Tabla XXXIII). La principal diferencia residió en la intensidad de la fluores­
cencia y el tamaño de las manchas, las que resultaron menores en los cromato­

gramas de los tallos IIS. Al comparar los perfiles cromatográficos de L res­
pecto a los testigos se dístínguíeron algunos nuevos cowpuestos cuyas carac­
teristicas se presentan en la Tabla XXXll y XXXIV.Estos fueron los números

lO, 15, 15', 2h, 27, 30, 33, 39 y una franja comprendida entre los Rf O y 0,3

en la dirección B-AcA-A (Figura 31) en la que se presentaron una serie de

compuestos que no exhibian fluorescencía al UVpero surgïan como manchas di­

fdsas 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 más los denominados lO (en l, II y IV);

9 (en | y ll); 8 (en l); 15, 2h, 27, 30, 9 (en ll) y S 7 (en IV). Las manchas

eran más grandes y la fluorescencía más intensa que en los cromatogramas de

los tallos testigo (Figura 32 y Tabla XXXIII).
Las reacciones de color obtenidas al rociar los cromatogramas con los

distintos reveladores permitió discernir que al menos los compuestos N°l, 2,
3, 3‘, h, 5, 9, 15, 15', 21, 22, 26, 33, 39, hs, 46, #7 y kh, son de natura­

leza fenólíca (Tabla XXXII).El reactivo de p-nitroanílína díazotízada solo
se utilizó en la revelación de papeles sembrados con extractos L de edad l

con lo cual no es posible afirmar que los compuestos 45, 46 y #7, solo pues­
tos de manifiesto por este medio, se encontraban o no presentes en los demás
C8505 .

lll.3.3.2.l.2. Análisis de extractos hídrolizados

La hidrólisis ácida de los extractos de tallos inoculados no rindió can­

‘dades apreciables d: algiconas, lo que daria idea que no existe una canti­
dad impurtante de fenoles conjugados en Forma de glícósidos (Ribereau-Gayon,
1972).

La hidrólisis básica, por el contrario proporcionó una apreciable canti­
dad de compuestos luego identificados comoácidos fenólicos y fenílpropanoi­
des. Esto indicó 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 ácido sulfanilico y la cocromatografia con mar­
cadores auténticos, permitió la identificación de el ácido p-hídroxibenzoico,
siringico, cafeico, ferülico y p-cumárico(Figura 32 y Tabla XXXV).

Cuatro compuestos fluore5centes no identificados se localizaron también
sobre las capas de celulosa, pero no reaccionaron con el ácido sulfanilico
(Figura 32 y Tabla xxxv).

lll.3.3.2.2. Plantas cultivadas a campo

A fín de conocer si los compuestos fenólícos presentes en los tallos de
plantas cultivadas en cámara bíoclimátíca se encontraban también en individuos
cultivados a campose efectuó un análisis cualitativo de los extractos acuo­
sos obtenidos del material descripto en l||.2.h.3.2. y en extractos metanóli­
cos del material descripto en lll.3.3.1.2.l.

|l|.3.3.2.2.l. Análisis de extractos no hidrolízados

Los perfiles cromatográficos de los extractos acuosos provenientes de

los tallos S1 (cfr Ill.2.h.3.2) no difíríeron de los de los tallos S7 (Figu­
ra 33), a excepción de la ausencia de los compuestos 3 y 7 en este último gru­
po. La principal diferencia residió en la concentración total de los fenoles

(SI: 5,22 mg/gr de Peso Fresco; S 2,13 mg/gr y testigo: 0,h mg/gr de Peso
Fresco). Los compuestos localizadós corresponden a los N°l, 2, 3, 4, 6 y 7
hallados en las plantas cultivadas en cámara bioclimátíca.

Los extractos metanólicos de las L de tallos tolerantes (cfr. Ill.3.3.

1.2.1.) presentaron mayor riqueza que los extractos acuosos de S1 recientemen­
te descriptos. Sin embargo al igual que en estos y en todos los extractos inhi­
bidores (Figura 3h) los compuestos predominantes fueron los 3, 3', 4. No hu­

bo diferencias cualitativas entre plantas cultivadas a campoy en cámara (IIT)
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Figura 32: Plantas cultivadas en cámara. Perfil croma­
tográfico de compuestos fluorescentes en ex­
tractos metanólicos de tallos ínoculados, su­
jetos a hidrólisis básica.



—166­

Tabla XXXV:Propiedades de Fluorescencía, reacciones coloreadas e identidad de
las principales agliconas presentes en hidrolizados básicos de ex­
tractos metanólícos de plantas inoculadas, cultivadas en cámara.

Compuesto N° Identidad Ac. Sulfanflico UV UV+NH3

l Ac. trans. cafeico G cel cel br.

2 Ac. cís-cafeico G cel cel br.

il Ac. siringico? Ro Mo Mo

3 Ac. p-hidroxibenzoico Am Mo Vi br.

h Ac. trans p-cumárico Ros Mo Mo

S Ac. cís-p-cumárico Ros Mo Mo

7 Ac. ferülíco Pa Ro Ay Ay br

8 no identificado Mo Mo

9 no identificado Vi Vi
10 no identificado AmVe Cel Cel

Am:amarillo; 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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respecto a los compuestos presentes, pero en las primeras estuvieron ausentes
los compuestos lS, 15', 19, 2l, 21, 22, 2h, 27, 30, 39 y la franja (comparar
Figuras 31 y 3h).

|II.3.2.2.2. Análisis de extractos hídrolízados

Se realizó la hidrólisis básica de los extractos acuosos de plantas S].
A través de la metodologia descripta en ll.9.2.2.3.b fue posible identificar
la presencia de los ácidos cafeíco, ferülíco, p-cumárico, p-hidroxibenzoíco
y vanflíco (Tabla XXXVIy Figura 35).

|ll.3.3.2.3. Análisis cromatográficos de extractos no hídrolízados de Helian­
thus tuberosus.

Conel propósito de conocer el grado de especificidad de los eventuales
componentes de la defensa se estudió los perfiles cromatográfícos de otra
eSpecíe del mismo género que se describe como tolerante a esta enfermedad.

Los tubérculos de este vegetal se plantaron en invernáculo. Las plantas
en estadio vegetativo (3 meses de edad) fueron inoculadas en la base del ta­
llo según el métodoestandarizado (l||.l.2). Los individuos resultaron toleran­
tes a la enfermedad. Presentaron lesiones castañas uniformes limitadas, super­
ficiales con una longitud medía de 2 cm al 12°dfa. No se observó marchítez
foliar.

Se obtuvieron extractos metanólicos de las L y SA. Dichos extractos po-­
seyeron efecto inhibidor del CMen el caso de las L pero no lo afectaron cuan­

do provenían de las SA (Tabla XXXVII).

Los perfiles cromatográficos de los extractos de L no hídrolízados mos­
traron la presencia de los compuestos l, 2, 3, h, 6, 7, 8, 9, 21, 22, 23 y
lO. Los compuestos predominantes fueron los l, 2, 3 y h.
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Tabla XXXVl:Propiedades de fluorescencía, reacciones coloreadas e identidad
de las principales agliconas presentes en hídrolízados básicos de
extractos acuosos de plantas ínoculadas, cultivadas a campo.

Compuesto N° ldentídad Ac. sulfanflíco UV UV+NH3

1 Ac. trans-cafeico G Cel Cel br.

2 Ac. cis-cafeico G Cel Cel br.

3 Ac.p-hídroxibenzoíco Am Mo Mo

h Ac. trans-p cumáríco Ros Mo Ví

5 Ac. cis-p-cumárico Ros Mo Vi
6 Ac. vainilico Na Mo Ví

7 Ac. ferülíco 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 XXXVll:Efecto de extractos metanóiicos obtenidos de zonas de lesiones
(L) y tejidos sanos adyacentes (SA) de tallos de fi¿ tuberosus
sobre el CM,al 7°dïa de la inoculación (2 respecto al medio ba­
sal) (iO mg PS de extracto/ml de medio).

Efecto (2) - 32* + ¡

-: efecto inhibidor; +: efecto promotor.
': efecto inhibidor significativo (P: 0,01).
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II|.3.3 2.h. Conclusiones

Noexisten variaciones cualitativas de los compuestos fenólícos más abundan­
tes en los tallos sanos a lo largo del ciclo ontogéníco de la planta. Tam­

ta­poco se encontraron diferencias de este tipo en las distintas ZOnasdel
llo estudiadas.

En los tallos inoculados se presentaron los mismos compuestos que en los

testigos además de un cierto número de nuevos compuestos. Las diferencias
entre estadios parecerian ser fundamentalmentecuantitativas. Tanto en plan­

tas de fl¡ annuus cultivadas a campo y en cámara bíoclímática, c0moen tallos

de fi¿ tuberosus, se observaron los mismos compuestos fenólicos predominantes.

El denominador comúna todos los extractos inhibidores fue la presencia y

abundancia de los compuestos 3, 3' y h.

Las aglíconas liberadas por la hidrólisis básica de los extractos de zonas
L de plantas cultivadas a campo y en cámara fueron básicamente las mismas.
Los principales fenoles identificados se hallarfan conjugados en forma de
ésteres. Se trata de los ác. cafeico, ferülico, p-cumárico, p-hidroxíbenzoi­
co, vanilico y síringico. Cabe destacar que estos ácidos en su forma libre
son capaces de inhibir la germinación esporal o el crecimiento de numerosos

patógenos (Kuó gt al., 1956; Schaal y Johnson, 1965; Flood y Kirkham, 1960;

Byrde_g¿21., 1960; Friend, 1977; Alfenas Ét_al¿, 1982, etc).
Finalmente es interesante señalar que los compuestos identificados han si­

do citados en tallos de girasol sano e inoculado con Plasnopara halstedií (Cohen
e Ibrahim, 1975) asi como en semilla de girasol (Leung gt 31., 1981).
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Il|.3.h. Compuestosaislados degplantas cultivadas en cámara bioclimática

|Il.3.ü.l. Estudios comparativos de las concentraciones en plantas sanas e
ínoculadas tolerantesgy susceptibles.

Fue interesante conocer si la acumulación postinfeccional hallada en las
zonas L de los tallos inOCulados se debia al incremento de algún compuesto

especifico, a la sola aparición de los nuevos fenoles descriptos en el punto
anterior, o a una alteración general de todos los fenoles. El aumento de la
intensidad de la fluorescencia en los cromatogramashacia sospechar que esta
última hipótesis era la cierta.

Comoaün no se contaba con la identidad de los compuestos fenólícos loca­
lizados, no era posible su cuantificación exacta a través de sus coeficientes
de extinción molecular.

Se utilizaron dos métodos alternativos: el métodode Folin-Ciocalteu (II.
2.5.2.2.2.a) y un método relativo, pero ütíl a fines comparativos, consisten­
te en comparar los máximos de absorción de los espectros de un mismo compues­

to proveniente de igual peso de tejidos extrardo de los distintos tratamientos
en estudio (I|.2.S.2.2.2.b). Este estudio fue ademásútil para una primera
caracterización de los compuestos aislados, ya que una propiedad de los feno­
les es la de nostrar absorción a la luz UV.Por ello presentan espectros ti­
picos al ser expuestos a distintas longitudes de onda, los que son útiles
para su identificación.

Se estudiaron los compuestos aislados de tallos testigo de edad I e ino­

culados de edad I y IIS. En algunos casos se agruparon compuestos que por sus
caracteristicas cromatográficas similares parecian isómeros o muyafines. Si
bíen se encontró una mayor concentración de todos los compuestos en las plan­

tas tolerantes, el grupo formado por los compuestos número l, 2, 3, 3', h,
5, 21, 26 y 25 fue el que más se incrementó (Tabla XXXVIII y Figura 36). El

espectro de esta nezcla presentó un máximode absorción a 328 nm. Este máxi­
mo fue 30 veces mayor que el correspondiente al testigo cuando se trataba de

plantas de edad I inoculadas, la que a su vez se reveló 3 veces mayores que

la observada en plantas IIS.
La mezcla de los compuestos lS y 15' que no fue detectada en las plantas

sanas (Tabla XXXVIII) le siguió en importancia. La absorción máxima a 322 nm
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Tabla XXXVIll:Concentraciones de los principales compuestos fenólícos aislados
de plantas testigo de edad | y de lesiones de tallos ínoculados
de edad | (vegetativo) y lls (individuos susceptibles en estadio
de botón floral cerrado) (método de Folin-Ciocaiteu, mgde fenol/
gr de PE).

Compuestos Testigo I inoculado IlS

1,2,3,3',h,5,21,26 y 25 0,1 2,9 1,25
15 y 15' ausente 1,16 0,09

Franja 0,00 0,17 0,125
30 y 33 ausente 0,06 0,03

10,20 y 39 ausente 0,0h no cuantíficable

Cada valor proviene de una muestra única constituida por el tejido obtenido de­
8 individuos por tratamiento.
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Figura 36: Espectros de absorción a la luz UVde la nezcla
(l, 2, 3, 3', ü, 5, 21, 26, 25), obtenida de cro­
matogramas de extractos metanólicos extraídos de
las lesiones de tallos de estadio l (tolerante)
(l) y estadio lls (individuos susceptibles) (3),
y de tejidos similares de estadío l testigo (plan­
tas sanas) (h); observar estrecha similitud con
el espectro de absorción del ácido clorogénico
comercial (2). Las mezclas provienen de iguales
cantidades de tejido vegetal inicial.
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fue S 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

ción del B:Ac:A), la mezcla del testigo y llS presentó aproximadamente la mis­
ma absorción a ZhOnm en tanto que la del estadio l ínoc. fue aproximadamente

el doble de las anteriores (Figura 38). Es interesante señalar que no se dis­
tinguia fluorescencia en esta zona en los cromatogramas provenientes de las
plantas sanas. Sin embargo se obtuvo reacción con los dos métodos empleados.

Con respecto a los compuestos 30 y 33 se encontró un desfasaje entre los mé­

todos, aunque siempre esta nezcla fue mayor en el estadio I inoc. La absorban­

cia a la longitud máxima (ZhS nm) fue 9 veces mayor en este estadío que en

el susceptible. Sin embargo, el métodocolorímétrico arrojó diferencias de

aproximadamenteel doble de concentración de Iinoc. respecto a ||s (cfr. Ta­
bla XXXVIIIy Figura 39). La mezcla 19, 20 y 39, no pudo ser detectada en el

estadio IIS con el método colorimétrico y estaban ausente en el testigo. Su
concentración en I ínoc. fue 0,0h mg/g de PF. La mezcla 13 y 31 no se cuanti­

fícó con el reactivo de Folin-Ciocalteu, sin embargo los espectros deuusiia­
ron que estaba más concentrada en el estadio I ínoc., mientras que se encon­
traba en cantidades similares en el resto de las plantas (Figura #0).

Los resultados obtenidos permiten concluir que la infección traería como
consecuencia una alteración general del metabolismo fenólico. Esta involucra­
ria tanto el incremento de formas preexistentes como la aparición de nuevos
compuestos. Sin embargo, el grupo l, 2, 3, 3', h, 5, 21, 26 y 25 se acumuló

en mayor proporción esa acumulación fue mayor en las plantas tolerantes res­
pecto a las susceptibles. Sin embargoen estas ültímas se produciría una reac­
ción menor. Este hecho corroboraria el principio general acerca de que las
diferencias entre susceptibilidad y tolerancia no suele residir en diferencias
cualitativas sino cuantitativas de los componentesde la defensa.

Finalmente es interesante señalar que mientras en el testigo el conjunto
de los compuestos aqui analizados constituyó el 30%de los fenoles totales,

en el estadio l ínoc. representó el hhz y en el |IS el 42%.
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Espectros de absorción a la luz UVde la mea
cla (15, 15'), obtenida de cromatogramas de
extractos netanólícos extraídos de las lesio­
nes de tallos de estadío l (tolerante) (l)
y IIS (individuos susceptibles) (2). Las mea
clas provienen de iguales cantidades de teji­
do vegetal inicial.
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Figura 38: Espectros de absorción a la luz UVde la
“franja” banda difusa comprendidaentre
Rf 0-0,3 en dirección B-Ac-A) obtenida
de cromatogramas de extractos metanóli­
cos extraídos de las lesiones de tallos
de estadio I (tolerante) (l) y Ils (sus­
ceptíble) (2), y de tejidos similares
de estadío I testigo (plantas sanas) (3).
Las mezclas provienen de iguales canti­
dades de tejido vegetal inicial.
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Figura 39: Espectros de absorción a la luz UVde la nez
cla (30, 33), obtenida de cromatogramas de _
extractos metanólicos extraídos de las lesio­
nes de tallos de estadio I (tolerante) (1)
y IIS (individuos susceptibles) (2), y de
tejidos similares de estadio I testigo (plan­
tas sanas ) (3). Las mezclas provienen de
iguales cantidades de tejido vegetal inicial.
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Figura ho: Espectros de absorción a la luz UVde la nezcla (13, 31),
obtenida de cromatogramas de extractos netanólicos ex­
traídos de las lesiones de tallos de estadío I (tole­
rante) (l) y IIS (individuos susceptibles) (2), y de
tejidos similares de estadío I testigo (plantas sanas)
(3). Las mezclas provienen de iguales cantidades de
tejido vegetal inicial.
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lIl.3.h.2. Efecto de los principales compuestos sobre el CM.

En forma preliminar se llevó a cabo un ensayo con los principales fenoles
aislados de los tallos inoculados del estadio l. Estos se incorporaron a un
medio de cultivo mineral definido (ll.2.l) que contenia pectína cono ünica
fuente carbonada. Tal decisión obedeció al hecho de que, en algunos casos,

los fenoles actüan a través de la inhibición de las enzimas de los patógenos.
Las principales enzimas de EL sclerotiorum son inducibles por sustrato e inhi­
bidas por glucosa (|.3.3.3.h).

En la Figura hl se ha representado el CMen los diversos medios (compues­

tos fenólicos aislados de 400 mg de PF inicial/ml de medio), en función del
tiempo de inoculación. En todos los casos se obtuvo un ajuste de tipo lineal.
Del análisis de las pendientes de las distintas rectas obtenidas fue posible
determinar que pertenecïan a tres grandes grupos (Tabla XXXIX).Las obtenidas

con los medios a los que se habian agregado los compuestos 15, 15'; 19, 20,

39; 7 y 23 no difírieron de la obtenida con el medio básico, sin agregados.
Un segundo grupo, en el cual la velocidad de crecimiento se vió reducida en

un hZ,5%, estuvo constituido por los medios con agregados de las mezclas 30,

33, 13, 6 y 18, 27, #0, hh . El tercer grupo incluyó las mezclas más inhibi­

doras que resultaron la 3, 3', H, l, 2, 21, 22, 26, 5 y la franja. Ambasmez­

clas produjeron una disminución en la velocidad del CMde un 60 y 59% respec­

tivamente (Tabla XXXIX).Al 7°dia después de la inoculación, la mezcla 3, 3',
h, l, 2, 21, 22, 26, 5 produjo un 70%de inhibición y la franja un 7h2. La

pendiente de la curva del compuesto #7 no difirió significativamente de las
determinadas para los grupos dos y tres, exhibiendo un 52%de reducción res­
pecto al testigo.

El agregado del segundo y tercer grupo de compuestos, asi como del compues­
to #7 a los medios de cultivo inhibió la formación de esclerocios en los mis­
mos (Tabla XXXX). El resto de los compuestos no afectó la formación de estas

estructuras respecto al testigo, a excepción del grupo 19, 20, 39 que tuvo ca­
racteristicas intermedias (Tabla XXXX).Lo mismoocurrió con respecto al pe­

so seco promedio de los esclerocios (Tabla XXXX).

En un segundo experimento se comparó el efecto producido por'los compues­
tos aislados de idénticas cantidades de peso fresco inicial de individuos
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Tabla XXXlX:Coeficientes de regresión calculados mediante ei método de los cua­
drados minimos para las curvas que representan el CMen función
del tiempo, en medios con el agregado de diversos compuestos Fenó­
iícos aislados de tallos tolerantes inoculados (l) (provenientes
de #00 mg de PF inicial/ml).

Pendiente Z de reducción respectoMedio de cultivo .al testigo

Testigo (basal sin agregados) 1,7a 0
basal + 15, 15' 1,55a 9,0

basal + 19, 20, 39 1,Ls7a 13,5

basal + 7 1,59a 6,5

basal + 23 1,163a ¡5.9

basal +18, 27, no, tu. 1,01.b 38,8

basal + 3o, 33, 13, 6 0,95b hh,l

basal + 47 0,82bc 51,8

basal + 3, 3', h, 1, 2, 21, 22, 26, 5 0,67C 60,6

basal + Franja 0,7c 58,0

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



TabiaXXXX:Númeropromedioporcajaypesosecodeesclerocíosformadosal11°dfasobremediosdecultivo

de#00mgdePFinicial/ml).conelagregadodediversoscompuestosaisladosdetallostolerantesinocuiados(l)(provenientes

Compuestosagregados
almediobasal

Ninguno
(testigo)15’15'723

i9,20.3918,27,h0,HhH7

80,333,3',4 13,6

Fr

N°promedíode1a esclerocíos
Pesoseco/aescierocio(mg)8,0

10,510,2a14,73

Lascomparacionessonsoloválidasdentrodecadafila. Cadavalorespromediodeh-8repeticiones.Letrasdistintasindicandiferenciassignificativas(P:0,01).
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tolerantes (l) y susceptibles (IIS). En este caso, la mezcla que habia re­
sultado más inhibidora en el ensayo anterior fue separada en grupos más
pequeños: l, 2; 3, 3', ü ; 5, l, 22, 26 para conocer si todos o algunos
de ellos eran responsables de producir el mencionado efecto. La mezcla 30,

33, 13, 6 se separó en los grupos 30, 33 ; 13, 31 ; y 6

Al igual que en el primer ensayo los compuestos 7 ; l9,20,39 ; 15,

15' y 23 no afectaron el CMindependientemente de su origen. Tampoco lo

hizo el compuesto 25 ; del grupo 1, 2,... pudo descartarse los subgrupos
l, 2 ; 21, 22, 26 y S los cuales no inhibieron el CMindependientemen­

te de su procedencia. Todo el efecto del grupo mayor recayó en el subgru­
po 3, 3', h en el caso de provenir del extracto tolerante. Por el contra­

rio cuando el subgrupo se aisló del tallo IIS no alteró substancialmente
el CM (Tabla XXXX).

Con respecto a la “franja” (banda difusa comprendida entre los Rf
0-0,3 en la dirección BzAczA),el efecto promedio fue significativamente
inhibidor. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla XXXXI).Estorestaria importancia a su relación con las
diferencias en susceptibilidad; más aün los resultados obtenidos en los
distintos experimentos presentaron resultados muyvariables probablemente
debido a la gran heterogeneidad de los compuestos presentes en la mezcla.

El compuesto 6 no produjo ningún tipo de efecto sobre el CM. El sub­

grupo 30, 33 proveniente del estadío tolerante inhibió significativamente

el CMrespecto al testigo y respecto al mismosubgrupo extraído de IIS.
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 IIS. Algo semejante ocurrió con la nezcla 18, #7, 27
(Tabla XXXXI).Esto hizo suponer la presencia de impurezas provenientes
de los solventes utilizados o del papel, localizados en dichas zonas. De
hecho la localización de estos compuestos coincide o está muycercana al
frente de corrida del solvente (cfr. Figura 31). Finalnente, la mezcla
.13, 31 proveniente de plantas tolerantes inhibió significativamente el
CH.
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Tabla XXXXI:Efecto de los principales compuestos fenólícos aislados de tallos
susceptibles (lis) y tolerantes (I) sobre el CM,al 7°dia después
de la inoculación (provenientes de 300 mg de PF inicial/ml de me­
dio) (% respecto al crecimiento sobre medio basal).

Compuesto N° ¡IS I C

1,2 -¡oa -5a o

3,3',I+ -16¿' ¿»ob-k o

S NR -7 o

25 NR —H o

6 —10a oa o

7 +43 -6a o

15,15' -13¿l 433 o

19,2039 473 —17a o

21,22,26 -10a -sa o

30,33 -2L.a"‘ -53°* —3hb"‘

33 NR 13 o

18,4827 -37a* 446w: -3Lia"'

Fr -2sa* 48‘37." o

13,31 NR -29* o

Ext. completo '38 -60b NR

-: inhibición; +: promoción; NR: no realizado; C: cromatograma desarrollado sin
siembra.

*: inhibición altamente significativa (P: 0,01)
Los valores son promedio de 3 bíoensayos con 5 repeticiones cada uno. Promedios

seguidos por letras distintas indican diferencias-signíficativas (P: 0,01). La
comparación solo es válida dentro de cada fila. Fr: zona difusa comprendida en­

tre los R y 0 y 0,3 en la dirección B-Ac-A.
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II|.3.h.3. Identificación de los principales compuestosfenólicos

Ill.3.h.3.l. Compuestosl y 2

Las manchas l y 2 presentaron sobre las cromatografias en papel una
fluorescencia celeste que viró a verde amarillento cuando los cromatogra­
mas se expusieron a los vapores de amonio. El revelado con el reactivo de

FeCl3 produjo la aparición de manchasde color verde-grisáceo, caracteris­
tica propia de compuestos ortodíhidroxifenólícos. Nose 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-nitroanilína diazotizada, y AlCl (cfr. Tabla XXXII). Todas las reaccio­
nes de color coincidieron con las gue exhiben el ácido clorogénico y sus

¡sómeros (Grodzinska-Zachwieja et_al., 1967). De gran importancia re5ultó
el empleo del reactivo de Hoepfner, ya que la aparición de un color amari­

llo luego del rociado con el nitrito de sodio, seguido del viraje a rojo
brillante luego de la subsiguiente aplicación del hidróxido de potasio es

una reacción especifica del mencionado ácido (Kuégt_al., 1956).
Los valores de Rf en los solventes B:Ac:A y Ac 2%, asi cono la fluo­

rescencia coincidieron también con aquellos correspondientes al ácido clo­
rogénico comercial (cfr. Tabla XXXII y XXXIV)(Hanson y Zucker, 1963).

El espectro de los compuestos l, 2 en etanol 802, a pH neutro presen­

tó una absorción máxima a 325 nm y una minima a 265 nm. El espectro del

eluïdo acidífícado (pH: h) no dífirió del anterior lo que indicó la ausen­
cia de grupo carboxilo libre. Por el contrario el espectro del eluido a
pHalcalino (pH: ll) sufrió un desvío batocrómíco con una absorción máxi­
ma a 370 nm, propio de la presencia de grupos hidroxilo libres en posición
meta o para (Figura #2). Todas estas caracteristicas fueron idénticas a
las del ác. clorogénico comercial y a las descriptas en la bibliografia

para dicho compuestos (Hanson y Zucker,_gp¿ 211.).
Comoelemento adicional para la identificación de estos compuestos,

que por todas las evidencias aportadas se habian identificado comolos ¡só­
meros trans (comp. l) y cis (compuesto 2)del ácido clorogénico se realizó
una hidrólisis básica de los mismos(éster de los ácidos cafeíco y quiníco).
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Figura 1+2: Espectros de absorción a la luz UVde la mezcla (1, 2)
en metano] 802 a distintos pH neutro; 2: solución a.
pH ¿I y 3: solución a pH H.
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La aglicona presente en las fases etereas luego de la hidrólisis se
sembró en una placa delgada de celulosa y se desarrolló con BzAczA. Lo mis­

mo se hizo con ácido cafeico comercial y con el producto de la hidrólisis
básica del ácido clo. comercial. Los conpuestos fenólicos obtenidos de am­
bas hídrolisis presentaron idénticos valOres de Rf, una fluorescencia ce­
leste que viró a celeste brillante al ser expuesta al amonio, y una reac­
ción de color gris claro al ser revelados con el reactivo del ácido sulfa­
nilico. En todos los casos su comportamiento fue igual al del ácido cafeí­
co comercial (Figura 43 y Tabla XXXVI).

El estudio de los residuos unidos a las agliconas se llevó a cabo
a través del métododescripto en l|.2.5.2.2.3. Las caracteristicas del re­
siduo de la hidrólisis de los compuestos l y 2 fueron iguales a las del
ácido quinico (Figura kh).

El resultado de todos los análisis realizados llevó a la identifica­

ción del ácido clorogénico. Este compuesto como se mencionara anteriormen­

te ha sido descripto comouno de los fenoles más abundantes en los tallos

sanos de girasol (Koeppe ÉE_ÉL., 1969; 1970 y 1975), y cambia en su concen­
tración luego de la inoculación de la zona superior del tallo con el hon­

go Plasmopara halstedii (Cohen e Hibrahim, 1975).

III.3.ü.3.2. Compuestos 3z 3‘ y h

El color de la fluorescencia a la luz UVantes y después de la expo­

sicón a los vapores de amonio y las reacciones cromogénicas con los reac­

tivos de Folin-Cíocalteu, FeCl3, AlCl3, p-nitroanilína díazotizada y, en
especial, de Hoepfner y Vorsatz fueron idénticas a las del ácido clorogé­
nico que se describieron en lll.3.h.3.1. Lo mismoOCurrió cuando se anali­
zaron los espectros de absorción en soluciones de etanol 80%neutras, áci­
das y alcalinas. La hidrólisis básica de estos compuestos rindió, al igual
que la del ácido clorogénico comercial los ácidos cafeíco y quinico (Figu­
ra h3 y kh). La caracteristica fundamental que permitió discernir la iden­

tidad de estos compuestos como ácido isoclorogénico fue sus va]0res de Rf
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Figura A3: Comportamiento cromatográfico de ésteres feng
licos comerciales, compuestosfenóiicos aisla­
dos de tallos, ácidos fenóiicos libres comercig
ies, y productos de hidrólisis básicas, sobre
placa de celulosa. 1: ác. cafeico comercial;
2: ác. ciorogéníco comercial; 3: ác. clorogéni­
co comercial hídroiizado; h: mezcla (1, 2) hí­
droiizada;5: nezcia ( 1, 2) no hidrolizada; 6:
nezcia ( 3, 3', h) hidroiizada; 7: mezcla (3,
3',h) no hidrolizada; 8: mezcla (15, 15') no
hídroiizada; 9: ác. ferülico comercial y 10:
mezcla (15, 15') hídroiizada.
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en los Sistemas BtActA y AC2%, ya que estos difieren de los del ácido clo.

(Tabla XXXllI). Dichos valores coincidieron perfectamente con los descrip­
tos por Hanson y Zucker (1963) para el ác. isoclorogénico.

El ácido isoclorogénico también ha sido citado como uno de los compues­

tos fenólicos más abundantes presentes en tallos de girasol (Koeppeet ql.,
1969, 1970 y 1975). Se trata de una nezcla de tres ácidos dicafeoílquinhe

cos (3-h; h-S y 3-5 dicafeoilquiníco), de alli que se observen tres rm"-chas
sobre los cromatogramas.

Ill.3.h.3.3. Compuestos15, 15'

Estos compuestos, al igual que los l y 2 no presentaron efecto signi­

ficativo_Be¿ ¿e sobre el CM,sin embargo sufrieron una acumulación nayor

en los tallos tolerantes (l) que en los susceptibles (lIS) (cfr. ||I.3.h.l).
Aparecieron sobre los cromatogramas como manchas violetas que viraban

a azul verdoso al ser expuestas a los vapores de anonio. Al revelarlas con
el reactivo de p-nitroanilina diazotizada surgieron comomanchasvioláceas
a la luz visible (Tabla XXXII).

Al compararse el producto de la hidrólisis básica con marcadores co­

merciales se encontró que la aglicona de estos compuestos poseía idéntico
valor de Rf sobre placa delgada de celulosa que el ácido ferülico (en el
sistema Ac 2%) (Figura #3); ambos c0mpuestos poseïan una fluorescencia azul

intensa al ser observados bajo luz UVla que adquirïa brillantez al ser
expuesta a los vapores de anonío. Tanto el ácido ferúlico como la aglico­
na de los compuestos 15, 15' adquirieron un color pardo rojizo a la luz
visible cuando se los reveló con el reactivo del ácido sulfanilico. Todas

estas evidencias permitieron afirmar que estos compuestos eran ésteres del
ácido ferülico.

Comono se realizó un estudio de los residuos unidos al ácido no fue

posible verificar si el mismoestá unido a un azúcar o ácido orgánico. Sin
embargo el estudio de los espectros a la luz UVmostró una estrecha coin­
cidencia con respecto al éster de ácido ferülico y ácido quinico (Hanson
y Zucker, 1963). En ambos casos los compuestos exhibieron una absorción
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máxima a 328 nm, una absorción minima a 265 nm (a pH neutro) y un desvio

batocrómico del pico de absorción máxima de #5 nm (Figura 45) a pH básico.

Por el contrario los valores de RF en B:Ac:A de los cowpuestos lS y

lS' difiríeron c0mpletamente del valor de otro derivado del ferülico que
es el éster con el ácido tartáríco (Ribereau-Gayon, 1972). Mientras los
valores de los compuestos a identificar tuvieron un promedio de 0,3h y 0,h0

el nencionado éster posee un Rf de 0,6h según Ribereau-Gayon (gp. ELE.)
(Tabla XXXVII).

En consecuencia los resultados obtenidos hasta el momentosugieren
que podria tratarse de ésteres del ácido ferülico y quiníco.

|l|.3.ll.3.’-l. Otros compuestos

Unacaracteristica peculiar del ácido cumárico y sus ésteres (Hanson
y Zucker, 1963) con respecto a otros ácidos Fenólícos y derivados es la

de no fluorescer al ser expuestos a la luz UVy emitir una fluorescencia
azul o violeta al ser sometidos a la presencia de vapores de annnío. Los
ünícos compuestos que mostraron dichas caracteristicas Fueron los denomi­
nados 19, 20 y 39 (Tabla XXXII). Por otro lado los valores de Rf en lu:

sistemas B:Ac:A y Ac ZZ son semejantes a aquellos obtenidos de la biblio­
grafia para los distintos ésteres del ácido cumárico (Tabla XXXXII).

La pr0piedad de los compuestos #5 y A7 de no ser visibles bajo UVni

antes ní después de su exposición al amonio, y de adquirir un color viole­
ta a la luz visible luego de la revelación con p-nitroanilina diazotizada
sugiere que se trataria de derivados del ácido vainilÍCO(Ríbereau-Gayon,

923 515.). De igual modo, el compuesto 46 no era visible bajo la luz UV
y adquirió un color azul a la luz visible al revelar con el mencionado reac­
tivo. Esto sugirió que podïa tratarse de un derivado del ácido siringico.

Las mezclas 30, 33 y 18, #8, 27 no fueron analizadas debido a que se

consideró que podrian estar contaminadas con impurezas de los solventes
(Cfr. l||.3.h.2.).
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Figura bs: Espectro de absorción a la luz UVde la mezcla (15, 15') en mg
tano] 80%a distintos pH. 1: solución neutra y ácida (pH h);
2: solución básica (pH 11).



TablaXXXXII:Característicasdederivadosdelosácidosferülícoycumárico. Compuesto

B-Ac-A
(6:1:2)

Rf

Ac5%

UV

UV+NH

3

Referencia

Acidop-cumarH qufnico Acidomonop­ cumariltartáríco 3-0-p-cumaril quïnico
19,20 39 Monoferulilta: táríco 15,15'

0,71 0,69 0,78 0,70 0,7h

0,70;0,80 0,7“;0,80 0,8h 0,07;0,2h

No No No No No Azul Violeta

Azul Violeta Azulbrillante Azul Celestefuerte Azulverde Azulverde

Ríbereau-Gayon(1972) Ríbereau-Gayon(1972) HansonyZucker(1963)
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Ribereau-Gayon(1972)
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||I.3.h.h. Determinación de la concentración del ácido isoclorogénico que
ocasiona una inhibición del 502 (CI SO).

De los experimentos anteriores se desprendió que el compuesto de na­

yor efecto inhibidor del CM,y que se acumulaba en mayor proporción en los

individuos tolerantes era el ácido isoclorogénico (cfr. Ill.3.h.l; II|.3.
li.2y lIl.3.'-I.3).

Unacondición 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 patógeno. Para ello es necesario establecer las concentra­
ciones minimas inhibidoras del compuesto.

La mezcla 3, 3', h se aisló de un gran número de cr0natogramas. Su

concentración en los eluidos se determinó aceptando que el coeficiente de

extinción milinolecular de dicho compuesto es ho (Coerse gt 31., 1965).
Distintas concentraciones del ácido isoclorogénico se incorporarOn a un
medio mineral definido (II.2.1). A medida que se incrementó la concentra­
ción del mencionado compuesto en los medios de cultivo el efecto inhibidor

se hizo mayor y alcanzó un valor del 50% (CI 50) con una concentración de

0,3 mg/ml de medio (Figura #6), al 7°dia después de la inoculación. Por

el contrario, un compuesto tan afin comoel ác. clorogénico no produjo e­
fectos significativos sobre el CM,al menos a las concentraciones emplea­
das (Figura #6).

Al analizar la velocidad del crecimiento füngico en función del tiem­
po de inoculación se encontró, utilizando 0,3 mgde ácido 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°y 8°dia ni al B°y
9°dïa (Figura #7). Cuandose utilizó 0,6 mg/ml, el inicio del crecimiento
se retardó 3 dias respecto al testigo y la colonia alcanzó al S°dia un ra­
dio promedio que se nantuvo constante hasta el final del experimento (11°
dia) (Figura M7).
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valores son promedio de 6 repeticí0nes.



-200­

lll.3.h.5. Cuantificación del ácido isoclorogénico in vivo

COmose menciOnóen el punto anterior era necesario comor0bar sí la

concentración del ácido ísoclorogénico en los tallos toler: se halla­
ba por encima de los umbrales minimos de inhibición que se determinaron en
lIl.3.h.4.

Se cuantificó la concentración de este compuesto en las zo- L de
tallos de las distintas edades, cultivados en cámara bíoclimátíca

Ill.3.h.5.l. Cálculo del Factor de corrección para la expresión de la con­
centración sobre la base del peso de los tejidos que c0ntíe­
nen fenoles

El estudio de la localización anatómica de los fenoles solubles mos­

tró que la proporción 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 resultados
erróneos. Por lo tanto se intentó corregir dicha expresión por medio del

cálculo de tejido “cortícal” (C) para cada edad. Esto se logró restando
al peso inicial del tejido el peso del tejido xilemátíco. El tejido C com­
prendïa en las edades ll y IV la corteza y el floema y en el estadio l la
corteza, el parénquima interfascícular y el floema. Comose describíera
en el punto |II.3.7 dichos tejidos son los que contienen a los fenoles so­
lubles.

Se empleóel métododescripto enll.2.5.2.2.2.c. Efectivamente, el por­
centaje de xílema respecto al peso fresco inicial (en el que nunca se in­
cluyó la médula) aumentó con la edad de la planta (Tabla XXXXIII). Esto

concuerda con el hecho que el crecimiento secundario en los tallos (Ill.
h) se incrementa al crecer la planta.
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Tabla XXXXIII:Volúmenes relativos (z) de los distintos tejidos en las zonas
de tallo que contenían las lesiones para cada estadío (la médu­
la no se incluye en ningún caso).

Estadio
l

Tejidos que contienen fenoles:
parénquíma cortícal e interfasci 67 65 62 S3
cular, floema y cambium (C)

Xilena 33 35 38 47

Los valores son promedío de 3 repeticiones.

l: vegetativo; IIS: indiv. susceptibles, con botón floral cerrado; IIT: indiv.
tolerantes con botón floral cerrado y lV: botón floral abierto.
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lll.3.h.5.2. Valores corregidos yfno corregidos

Nose hallaron diferencias significativas entre las concentraciones
del ácido isoclorogénico en las plantas sanas de los distintos estadios
(Tabla XXXXIV).

En las plantas ínoculadas de todos los estadios a excepción del IIS,
se produjo un incremento altamente significativo del ácido isocáorogénico
respecto a los correSpondíentes testigos (Tabla XXXXIV).El contenido del

compuesto inhibidor fue similar en las edades l y IlT y menor en el esta­
dio IV.

Es importante llamar la atención sobre el punto que la concentración
del ácido isoclorogénico en las L de las edades tolerantes supera en todos

los casos la Cl SO determinada (0,3 mg/ml de medio). Esto no ocurre en los

individuos Susceptibles.
Si bien la expresión de los valores respecto a los tejidos C no modi­

fica la significación de las diferencias entre tratamientos, es interesan­
te señalar que mientras en el estado lV las concentraciones corregidas su­

peran aün en mayor medida la CI 50, la concentración corregida en IlS no
alcanza tal valor.

Debe recordarse que no necesariamente siempre las CI in vitgg coinci­
den con las CI [n 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
concentración del ácido isoclorogénico supere ampliamente las Cl 100 (cfr
Figura #7 y Tabla XXXXIV),en todas las L de los individuos tolerantes in­

dependientemente de su edad, y que no alcance la CI 50 en las de los indi­

viduos susceptibles, aporta fuerza a la hipótesis de su función en los me­
canismos de defensa.

El ác. isoclorogénico, al contrario que el ác. clorogénico, no ha si­
do muyestudiado en relación con la resistencia a enfermedades. Se acumu­
la junto con el ác. clorogénico, cafeico, escopoletina, esculetina, umbe­
liferona e ipomeomaronaen raices de batata en respuesta a la infección

füngica, heridas o tratamientos con compuestos quimicos (Akazaway Nada,

1961). Dicha acumulación es más rápida en raices resistentes a Ceratocys­

¿Ls fimbriata que en las susceptibles. Sin embargo, estos c0mpuestos no
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Tabla XXXXIV:Concentración del ácido isoclorogénico en las zonas de lesión
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
I IIS IIT IV

T -. NC 0,09b 0,05b 0,05b 0,03bestlgo b b b b
C 0,13“ 0,08 0,08 0,06

d bc d vC

Inoculadas NC l'qod ovllbc 1,35d 0,45c
C 2,09 0,18 2,18 0,8h

Los valores son promedio de 3-h repeticiones (3-4 plantas/repetición). Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos al IZ. Las cone
paraciones son válidas dentro y entre filas y columnas.
I: vegetativo; II : índív. susceptibles con botón floral cerrado; II : índiv.

S T

tolerantes con botón Floral cerrado; IV: botón floral abierto.
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son inhibidores del CMde ese hongo a concentraciones c0nsiderablemente

mayores que las encontradas en los tejidos infectados. Esto no elimina, se­
gún los autores, la posibilidad de que los productos de oxidación o degra­

dación de estos ácidos posean efectos tóxicos ¿2_Xixg. Otra posibilidad
que consideran es que los ácidos o sus derivados posean un rol
indirecto en la resistencia basado en sus efectos sobre el metabolismo ve­

getal. Por ejemplo, Tomiyanae¿_gl¿, (1967) han sugerido que los productos
de la oxidación de los ácidos clorogénico y ascórbico son inhibidores de
la aldolasa y estimulan el desvío del camino metabólico de la respiración
al de las pentosas, con el consecuente incremento de la sintesis fenólica.

Kirkham (1957) estudió la relación de los fenoles del peral y el man­

zano con la sarna producida por Venturia inaegualis y y; pirina, respecti­
vamente. Este autor encontró que tanto el ác. clorogénico comoel isoclo­
rogénico poseían efectos tóxicos sobre estos patógenos y que su acción era
sinérgica; adjudicó una gran importancia a la proporción entre ambosáci­
dos y a la interacción de estos con los compuestos nitrogenados.

Con reSpecto al ác. clorogéníco, son muchos los casos en que se ha

encontrado una correlación entre el contenido del misno en los tejidos y

la resistencia a enfermedades parasitarias (Schaal EL EL., 1952; Lee e;
21., 1958; McClean g¿_al., 1961; Kuó; 1972; Patil Ét_gl., 1966). En otras
situaciones por el contrario este compuesto por si solo no seria capaz de
explicar la tolerancia a determinadas enfermedades (Kuó, 1957). Más aün

0,1 a 0,2% de ác. clorogénico estimula el crecimiento de E. infestans y
a concentraciones menores el de Fusarium solani var. caeruleum (Friend,
1957)­

III.3.5. Efecto de los ácidos fenólicos libres sobre el CM,determinación
de sus CI 50.

La acumulación en las L de los tallos tolerantes no solo del ác. iso­

clorogénico sino también de un número de otros ésteres no inhibidores per
se llevó a pensar que estos podrian tener una relación aunque indirecta
en la defensa. Comose indicó en el punto I.3.3.3.6 ciertos antibióticos



-205­

constitutivos deben sufrir transformaciones para adquirir su toxicidad fren­
te a los microorganismos patógenos. Dentro de este tipo de reacciones se
destacan la hidrólisis y la oxidación. Dadoque se habia logrado identifi­
car las principales agliconas liberadas a través de la hidrólisis básica
de los extractos provenientes de las L de los tallos tolerantes (lll.3.3.
2.1.2 y III.3.3.2.2.2.) se estudió el efecto de las mismas sobre el CM.

Se analizaron diversas concentraciones (0,1; 0,2; l y 2 mg/ml de medio
de cultivo) de los ácidos cafeico (caf), cumáríco (cum.), ferúlico (fer.),
Vainïlíco(vaí.) y p-hídroxíbenzoíco (p-OH)adquiridos comercialmente. A fi­
nes comparativos se empleó también el catecol (cat.) y el ác. clorogéníco
(clo.).

Todos los compuestos produjeron efectos inhibidores a excepción del ác.
clo. Dichos efectos aumentaron al incrementarse la concentración en los me­

dios. Los Cl 50% al 7°dia de la inoculación en medio AM0,1% (Fig. #8) se

lograron con las siguientes cantidades de productos (en mg/ml): 0,1 para
los ác. vaí. y cat; 0,5 para el cafeico y 1,0 para los ác. ferülico y p­
hídroxíbenzoico.

Comopuede observarse las Cl 50 del vaÍ-y caf se encuentran en el orden

de la concentración detenninada para el ác. isoclorogénico (Ill.3.b.h.).
Por el contrario el resto de los ácidos libres necesitan estar más concen­

trados para producir una cción semejante.
En cuanto al típo de alteración que los á cidos fenólicos produjeron

sobre el CMse pudo distinguir h:

El micelío no creció en absoluto: concentraciones de cat. y vai.
periores al l mg/ml de medio (Figuras 51 y 52).

Retardo en el inicio del crecimiento: 2 mg/ml de ácido cafeico (Figu­
ra 52).

- El crecimiento se detuvo a partir del 2°o h°dfa después de la inocu­
lación: 0,1 y 0,2 mg/ml de cat. y vaí.; l mg/ml de fer y l y 2 mg/ml

de caf.; 2 mg/ml de pOH (Figuras #9, 50, 51 y 52).

Ningún tipo de efectos: 0,] mg/ml de caf, pOHy clo; 0,2; l y 2 mg/

ml de clo (Figuras #9, 50, Sl y 52).
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Crecimiento miceiía] en función del tiempo de inoculación sobre
un medio basal (o), y en dicho medio más el agregado de 0,1 mg/
mi de ác. clorogénico ( ), ác. p-hidroxíbenzoico (+), ác. cafel
co (A), ác. vainiiico (x) y catecol (o). Los valores son promedio
de 8 repeticiones.
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Figura SO: Crecimiento micelial en Función del tiempo de inoculación sobre un
medio basal (o), y en dicho medio más el agregado de 0,2 mg/mi de
ác. ciorogénico ( ), ác. p-hidroxibenzoico (+), ác. caFeico (A);
ác. vainfiico (x)y catecoi (o). Los valores son promedio de 8 re­
peticiones.
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Fí ura 51: Crecimiento mícelíal en Función del tíem o de inocuiacíón sobrep
un medio basal (o), y en dicho medio más el agregado de l mg/
ml de ác. clorogéníco ( ), ác. p-hídroxíbenzoíco (+), ác. ca­
Feíco (A), ác. vaínílíco (x) y catecol (o). Los valores son
promedio de 3 repeticiones:
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Crecimiento micelial en Función del tiempo de inoculación sobre
un medio basal (o), y en dicho medio más el agregado de 2 mg/
mi de ác. clorogénico ( ), ác. p-hidroxibenzoico (+), ác. ca­
Feico (A), ác. vainilico (x) y catecol (o). Los valores son
promedio de 3 repeticiones.
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La repetición de los ensayos biológicos con medio mineral definido en

lugar de AM0,1% arrojó practicamente los mismos resultados. Se probó además

el efecto del ácido cumárico cuyo CI 50 resultó l mg/ml.

Los ácidos p-hídroxibenzoicos han sido hallados en tejidos vegetales
enfermos (Friend, 1977). En dos interacciones hOSpedante-patógeno: manzano

atacado por É: fructigena (Fawcet e¿_gl., 1968) y en cultivos de células
de papa infectados con E¿ infestans (Friend, 197]; Robertson Ét_gl¿, 1968)
se encontraron concentraciones antifüngicas de los ácidos p-hidroxíbenzoi­
co, salicïlico y vanilico. En la primera interacción los tres ácidos seria
sintetizados por el hongo a partir de precursores producidos por el hospe­

dante tales comoel ácido clOrogénico (Fawcet, gpJ 511:).Los mencionados
fenoles se hallan en forma combinada (probablemente como glucósidos) en cé­

lulas de papa resistentes antes de la infección (Robertson et 31., 1969).
Comose mencionara, el ácido cafeico se acumula en tejidos de papa infec­

tados y es responsable de la inhibición del crecimiento de patógenos tales
cono Myrotheciumverrucaria y Fusarium solani f. radicicola (Kuó, 1957).
Tambiénse 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 fenólicos que se acumulan en las L de los individuos de girasol
tolerantes poseen efecto inhibidores del CMque van desde la reducción de
la velocidad del crecimiento, el retardo del inicio del mismohasta la re­
ducción 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 füngico o del hospedante, podrian intervenir en la defensa.
Restarïa comprobar fundamentalmente la presencia de estas enzimas en los
tejidos y la velocidad de liberación de los productos activos para fortale­
cer esta idea. La no acumulación de ácidos fenólícos libres, hecho que se

podria esperar de producirse la hidrólisis de los ésteres, no es de extra­
ñar ya que estos compuestos o sus radicales libres constituyen metabolitos
intermediarios de vida medía muycorta dada su condición altamente reactiva
(Bell, 1981).



lll.3.6. Observaciones acerca de la oxidación de los medios de cultivo

Durante el transcurso de todo este trabajo se observaron dos tipos de
alteraciones en los tubos donde se real ízaron los bíoensayos: un oscurecí­
miento del medio de cultivo pór debajo de la mata micelial, y la nelaniza­
ción de las hifas vegetativas.

En el primer caso la alteración siempre se originó en la zona corres­
pondiente al inóculo y desde alli se extendió hacia el margen de crecimien­
to del micelio. Nuncaestuvo presente en los medios sin agregados. La inten­
sidad y extensión del oscurecimíento (castaño rojizo) varió con los distin­
tos compuestos adicionados.

En el caso de la incorporación de extractos completos que co ntenian
por debajo de 1 mg de fenoles totales/ml no se produjeron oxidaciones inde­
pendientemente del origen, a excepción de ciertos medios con extractos
inhibidores del estadio IV inoculado. Cuando el medio co ntuvo más de l mg/

mi, el hongo indujo una alteración del color del mismo cuya extensión e in­
tensidad se increnentó al aumentar el contenido de fenoles en el medio y
por ende el efecto inhibidor.

Los ünicos compuestos que ¡ndujeron una oxidación por parte del hongo

fueron las distintas combinaciones de l, 2, 3, 3', h, 21, 22 y 26. A igual­
dad de concentraciones (0,3 mg/ml) la oxidación fue muy leve con l, 2, 21,
22, 26 y castaña rojiza fuerte con 3, 3', h (ác. isoclorogénico).

El empleo de altas concentraciones de ác. clorogénico comercial (3,5
a 5 mg/ml) no fueron inhibidoras del CMsin embargo ¡ndujeron una leve oxi­

dación castaño verdosa a castaño rojiza clara. En los casos de las concen­
traciones más altas los primordios de esclerocíos poseían un color verdoso
lo que sugerïa su empleo en la sintesis de melaninas que cubren a los mis­
mos. Los ác. conerciales cafeico, ferülico y catecol produjeron una leve
alteración del medio a c0ncentraciones mayores o iguales a l mg/ml.

Con respecto al segundo tipo de alteración se la observó unicamente en
los medios con el agregado de cafeic o (2 mg/ml) y catecol (l y 2 mg/ml).

Puede generalizarse a partir de estos resultados que siempre que el hon­
go produce una fuerte alteración del medio de cultivo, el efecto de este

es altamente inhibidor del CM.Los ensayos con compuestos aislados indican
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una oxidación preferencia] del isoclorogénico, es decir del compuesto con ma­

yor efecto tóxico presente in vive. Lo contrario no siempre es cierto, ya que
ciertos medios altamente inhibidores no se alteran o lo hacen muy levemente

(caso de ác. fenólicos libres y extractos completos que contenían menos de l
mgde fenoles totales/ml). Esto podria interpretarse comola capacidad del hon­

go de oxidar ln vitro ciertos fenoles lo que al menos solo se visualiza cuando
estos se encuentran por encima de determinadas concentraciones.

La oxidación de fenoles fungitóxicos por parte de un patógeno, puede re­
sultar en productos aün más tóxicos que sus precursores (radicales libres y
quinonas) (Bell, 1981). En ciertas interacciones dichos compuestos son políme­
rizados a melaninas ¡nactivas para ese determinado patógeno, a través de poli­
fenoloxidasas (PPO) (Kritzman y Chet, 1980).

Las interacciones girasol-í. sclerotiorum tolerantes se caracterizaron
sin excepción pOr el oscurecimiento de las lesiones (lll.l.h). Esto se deberia

a la oxidación de los fenoles por PPOdel hongo y/o de la planta. Marciano et

al. (i983) demostraron que aislamientos virulentos de E. sclerotiorum producen
mayores cantidades de ác. oxálico y que este compuesto a pH h es inhibidor de
la actividad de las PPOpresentes en los tallos sanos de girasol. Es importan­
te agregar que si el pH del medio es igual a 6 es necesaria una concentración

10 veces mayor de oxálico para producir igual efecto inhibidor de PPO. La de­
terminación de los pH en los jugos vegetales (Tabla #5) demostró que en los

estadios tolerantes se acercan a 6 y en el susceptibles a h (lis).
El hecho de que la inhibición de la oxidación de los fenoles se relacio­

ne con la susceptibilidad (lesiOnes claras, lll.l.h) (Marcianoel 21., gp¿_cit.)
Sugiere que los compuestos oxidados podrian ser más tóxicos que los no oxida­
dos. Sin embargo cabe la posibilidad de que la oxidación sea una mera c0nsecuen­
cia del exceso de fenoles en el medio no alterando substancialmente el efecto

de estos compuestos.
El estudio de la acción de los productos de oxidación de los fenoles que

se acumulan en las lesiones de los individuos tolerantes sobre el CMseria 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.

E s t a d i o s
| ll IV

Testigo lnoculado Testigo lnoculado Testigo Inoculado
ll

T IIS

L 6.69a 5.98a 6,l+3a 5.7a h,6b 6.26a 5,sab

SA 6,9‘3 6,3“a

L: lesiones; SA: sana adyacente; -: no realizado.
I: vegetativo; II: botón floral cerrado; IV: botón floral abierto. Los valores
son pronedío de 3-h repeticiones. Letras distintas indican diferenéias signi­
fícativas al 5%. Las comparaciones son válidas dentro y entre filas y columnas.
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Comoquedó demostrado en III.l.h y Ill.h.3, la tolerancia se relaciona con la
melanización 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. Beckmanet ¿1.(197h) demostraron que paredes artificiales
de pectina-oxalato de calcio impregnadas con productos de oxidación de 3-hidroxi

tiramina son resistentes a la degradación por ácido oxálico y por Fusarium oïyí­
22:25 f. sp. cubgnse. Por el contrario, las membranasno impregnadas eran des­
truidas por el oxálico. De igual modo, la impregnación natural de las placas
perforadas de los vasos de las raices del banano con productos de oxidación
similares confiere resistencia a la degradación por oxálíco (Friend, i977). Am­
bos trabajos aportan una fuerte evidencia al eventual papel de las melaninas
comoprotector frente al ácido oxálico. Anteriormente se habia demostrado que

dicho compuesto se relaciona con la degradación de paredes celulares por ¿Sle­
rotium rolfsii y, comose describiera en los antecedentes bibliográficos, cons­
tituye la principal toxina de Sclerotinia sclerotiorum y actüa sinérgicamente

con las enzimas degradativas del hongo.

lll.3.7. Localización histoguïmica de los fenoles en los tallos

Otro aspecto fundamental dentro del estudio de los compuestos fenólicos

fue su localización anatómica en los tallos susceptibles y tolerantes. Los
objetivos principales fueron detectar la presencia de estos compuestosen las
zonas de penetración del patógeno, y determinar la existencia de diferencias
en la localización, entre individuos provenientes de los distintos tipos de
respuesta al hongo, que pudieran considerarse factores de resistencia.

Los métodoshistoquïmicos (||.2.5.2.2.h) presentaron reactiones muyvi­
sibles de color rojo brillante en el caso del reactivo del ácido nitroso, y

verde grisáceo oscuro en el caso del ClFe3. Sin embargo la rápida difusión de
los fenoles fuera de las células obstaculizó la exacta determinación de los

tejidos que los contenían, a pesar de los intentos realizados a fin de inmovi­
lizarlos.

El métodode autoflorescencia resultó más aconsejable para estos estu­

dios ya que al ser posible el montaje de los cortes histológicos 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 hidróxido de amonio se distinguieron h tipos principales de reac­
ciones a la luz UV.

1) Paredes azules que no viraron. Según Harris y Hartley (1976) las paredes
que presentan dichas caracteristicas, que dan una reacción positiva con el
test del floroglucinol HCl (ll.2.5.3) y no son degradadas por celulasa (Il.
2.5.2.2.H) estarian lignificadas.

2
V Paredes azules que viran a azul más brillante o verde: indicarïa la presen­

cia de ácidos fenólicos 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 ácidos estarian unidos a polisacá­

ridos de paredes no lignificadas (Harris y Hartley, gp. 513.), de lo contra­
rio constituirian unidades de ligamiento entre la lignina y los carbohidra­
tos estructurales (Brown, 1966).

V3 Contenido celular azul que vira a verde intenso luego de la exposición al
amonio. Estas caracteristicas son propias de los ácidos cafeoilquinicos que
comose indicó son los fenoles más abundantes en los tallos de girasol, se
acumulansignificativamente en las L de los tallos inocuiados tolerantes,
y exhiben efecto inhibidor del CM(Ill.3.h).

3'
V Corpüsculos de fluorescencia amarilla que no vira (naturaleza no identifi­

cada).

Fenoles solubles:

En las plantas sanas, los fenoles solubles (detectados a través 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
S3y5libyd;55). '

En las L y SA del estadio l 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 S7).
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En las L y SA de IlT y IV ocuparon el interior de todas las células de la cor­
teza, floema y cambiun (Fig. 53 y 5h c).

Por el contrario, en los márgenes de las lesiones de los individuos sus­

ceptibles(||s) no se observaron diferencias respecto al testigo (Fig. 5h a).
En las SA de los individuos en los que se acumularon fenoles, la localización

fue similar a la de la edad I de lo contrario se asemejaron al testigo. La gran
destrucción de los tejidos por la acción füngica en estos individuos imposibi­
litó el estudio de otras zonas de la lesión.

Fenoles insolubles:

A) Paredes lignificadas: Independientemente del estado sanitario y edad del hos­
pedante las paredes de los elementos del xilema primario, secundario, floe­
maprimario y casquetes de fibras presentaron todas las caracteristicas pro­
pias de la lignificación es decir flu0rescencia azul que no vira test de
floroglucínol ClHpositivo y resistencia a celulasa (Fig. 56, 58 y 59).

B V Paredes lignificadas con ácidos fenólicos esterificados: las paredes de los
vasos xilemáticos secundarios más jóvenes, es decir más cercanos al cambium
presentaron una flu0rescencia azul que viró a verde o se intensifícó, adi­
cionalmente exhibieron una reacción positiva frente al floroglucínol 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
ficación en estas estrucutras más jóvenes. Los ácidos fenólicos en estos
casos podrian constituir un paso previo en dicho proceso ya que de acuerdo
con la hipótesis de El-Basyouni, Neish y Towers (en Brown, 1966) ciertos
esteres insolubles de ácidos hidroxicinámícos serian los precursores reales
de la lignina.

VC Paredes no lignificadas, con ésteres de ácidos fenólicos: en las paredes
de ciertas células no lignifícadas surgió una flu0rescencia postinfeccional.
Este evento estuvo restringido a los individuos tolerantes de las edades
l, ll 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 l (Fig.
S6) presentaron una flu0rescencia azul que viró a verde con amonio pero no
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ïigura S3: Localización anatómica de los fenoles solubles en los márgenes de lesiones
y tejidos similares de a: edad I inoculado; b: edad | testigo; c: edad lV
ínoculado y d: edad IV testigo. Fenoles: sombreando; Fibras: negro; Floe­
ma: punteado y xílema rayado.
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Fenoles en corteza de tallos en estadío vegetativo (l) (tolerante),
cortes transversales a 1,5 cmde altura. Observación en micros­
copio UVí 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 fluorescencía postínfeccíonal celeste brillante
(ímpregnación con compuestos fenólícos).



Figura 56: Xilema primario y parénquíma ínterfascicular de tallos en estadío vegeta­
tivo (I) (tolerante), cortes transversales a 1,5 cmde altura. Observación
en microscopio UV( 500X).A: tallo sano: paredes lígnífícadas de elementos
xílemáticos celeste brillante. B: tallo inoculado: fluorescencía postínfec­
cional celeste de las paredes de las células del parénquíma interfascícu­
lar (lmpregnacíón'con comps. fenólicos) y contenido zzul postlnfeCCIonal
en dichas células(fenoles solubles). C: tallo inoculado incubado con celula­
Sa.
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j'gura_É]: Parénquíma medular adyacente a las haces vasculares, en tallos de esta­
.__*—- dío vegetativo (l)(tolerante). Cortes transversales a 1,5 cmde altura.

Observación en microscopio UV( 500X),A: tallo sano. B: tallo inoculado.
Células parenquímáticas con contenido postínfeccíonal azul (fenoles so­
lubles).
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f_í_gu_¡3_5_8_:Xilema secundario, en tallos sanosde estadio de botón floral abierto
(IV). Cortes transversales a 1,5 crnde altura (SOOX). A: observación
en microscopios UVsin tinción: elementos lígnifícados, con fluorescen­
cía celeste y B: observación en microscopio óptico con floroglucínol
Cl H: elementos lígnifícados de paredes rojo-púrpura.
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Figura 59: Xiiema primario y secundario incipiente en cortes transversales de
im“. tallos, a 2 cmde altura. Observaciónen microscopioóptico test

del floroglucinol HC]. A: xiiema primario y parénquima interfasci­
cuiar en tallos de estadio vegetativo (I) (faoox ); B: xiiema
secundario incipiente en tallos de estadio n. botón floral cerrado

(II) ( zooox ).
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dieron una respuesta positiva Frente al floroglucinol ClH. Dicha fluorescencia
desapareció luego del tratamiento con celulasa o la hidrólisis básica con OHNa
1 M (16 hs a 20°C) (Fig. 56).

Con el propósito de contar con mayores evidencias acerca de la interpretación
del punto C) respecto a que la aparición de la Fluorescencia postinfeccíonal en cier­
tas paredes se deba a una esterificación Fenólica restringida a individuos toleran­
tes se realizó un estudio cromatográfico del producto de la hidrólisis de las pare­
des del hospedante previa extracción exhaustiva de los fenoles solubles presentes
en los tejidos.

Tanto la hidrólisis básica comoa través de celulasa (ll.2.5.2.2.h.) arrojaron
resultados similares. La observación de los cortes luego de la hidrólisis demos­
tró la desaparición 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 flu0rescentes 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 coincidirïan con las de los ácidos cafeico y ferülico para las
de la fluorescencía UVantes y después de exposición al amonio indicaron que podria

tratarse de los ácidos cafeico y cumárico. Sin embargoseria necesario estudios a­
dicionales comoespectros, etc para corroborarlo. Noobstante, estudios quimicos
realizados en otras especies vegetales citan la ocurrencia de los ácidos ferúlico
y cumárico (Harris y Hartley, ¡976) en todas las gramineas analizadas y en papa re­

sistente a EL infestans (Friend, 1977) y a los ácidos hidroxibenzoíco e hidroxici­
námicos en plantas inferiores (Friend, ¡976). Finalmente, en cuanto a la unión de
ésteres fenólicos a paredes lignificadas se ha citado la presencia de los ácidos
p-cumárico, ferülico, vanïlico, síringico y p-hidroxibenzoico (Brown, 1966).

Conclusiones

- La localización periférica de los compuestos fenólicos solubles inhibidores coin­

cidente con las zonas de infección constituye un elemento más a Favor de la hipó­
tesis de la relación de los mismoscon la tolerancia. Esto explicarïa parqué las
lesiones en los individuos tolerantes se restringen a las capas más externas de
la certeza.
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\—.

\I (XV-I

Compuestos fluorescentes nroductus ue
la hídróiísis básica de tejidos vege­
tales de distintas edades extraídos
previamente con metanol, sobre croma­
tografía en papel. l: testigo de sol­
ventes; 2: lesiones de individuos sus­
ceptibles (IIS) 3: lesiones de indivi­
duos de estadio IV; h: lesiones de in­
dividuos de estadio I; 5: tejidos sí­
milares de testigos en estadio I, 6:
ácido ferülico comercíal; 7: ácido ca­
feico comercial y 8: ácido cunfirico co
mercial. ' _
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- No se hallaron diferencias en la localización de los fenoles solubles con la edad.

Por lo tanto las diferencias entre edades susceptibles y tolerantes se deberia

únicamente a causas de tipo cuantitativo y de velocidad de sintesis de los compueí
tos inhibidores.

- La aparición de una fluorescencía postinfeccional en las paredes de ciertas célu­
las de las capas más externas de la corteza y parénquima interfascicular, dada
por la esterificación de ác. fenólicos a las mismas, podria constituir una barre­
ra activa de tipo quimico o mecánico que dificulte o impida el paso del patógeno
hacia el tejido vascular o parénquima medular. Esto sin duda seria un obstáculo

para la distribución de la toxina a través del xilema y el acceso del hongo hacia
el interior del hospedante.

Ride (i978) describe un cierto númerode alteraciones de las paredes celulares
que se relacionan con la resistencia a enfermedades parasitarias. Las principales
son la deposición de calosa, calcio, suberificación, melanización (deposición de
polímeros de fenoles oxidados),lignificación e impregnación de las paredes con áci­
dos fenólicos. La alteración observada en los tallos tolerantes de girasol estaria
incluida dentro de uno de los dos últimos tipos.

Friend (1976) quien se ha dedicado al estudio de la lignificación y formación
del material del tipo de la lignina en los tejidos infectados interpreta dichos e­
ventos comobarreras activas que pueden tener una función de tipo fisica o quimica
en la resistencia. Un tipo de barrera fisica implica la formación de una capa de
lignina o material similar que se interpone entre las enzimas del patógeno y los
carbohidratos de las paredes imposibilitando el contacto con los sustratos. La hi­
pótesis de la barrera quimica requiere la alteración del sustrato polisacaridico de
la pared de forma tal que aunque la enzima tome contacto con este sustrato modifi­
cado no sea posible la formación del complejo enzima-sustrato necesario para que
se produzca la reacción litica o hidrolitica.

La lignificación o formación de compuestos del tipo de la lignina comoconse­
cuencia de la infección se ha relacionado con la resistencia del trigo frente a nu­
merosas especies de hongos (Ride, 1980), del rábano frente a Peronospora parasitica

(Asadagt 31., 1976), del zapallito frente a Cladosporium cucumerium (en Friend,
1976), de la papa frente a Phytophthora infestans (Friend gp. cit.), etc.
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|ll.h. Factores mecánicos en relación con la tolerancia

|l|.h.l. Introducción

Royle (1976) considera que la colonización füngica puede verse restringida a
áreas discretas debido a la presencia de tejidos que constituyen barreras resisten­
tes a la degradación. Estas generalmente comprendencélulas suberiFicadas o ligni­
ficadas que pueden variar en númeroy distribución entre cultivares, órganos de una
mismaplanta, o con la edad del hospedante. En otros casos ciertas barreras mecáni­
cas se fonnan activamente comoconsecuencia de la infección (|.3.3.3.6).

La impregnación postinfeccional de ciertas paredes celulares con ácidos fenó­
licos en los individuos de girasol tolerantes a la podredumbre basal podria de he­
cho constituir una barrera mecánica de este último tipo mencionado(cfr. Ill.3.7).

Se buscó conocer la existencia de otros factores adicionales en relación con

este tipo de mecanismosque pudieran contribuir a las diferencias en la velocidad
del CMen el interior del hospedante, que exhibe el patógeno en los distintos esta­
dios. Este tipo de barreras podria actuar conjuntamente con los compuestos inhibi­
dores descriptos en lll.3 o previamente, permitiendo el desarrollo de los mecanis­
mos bioquimicos.

Se llevó a cabo un estudio ontogénico de la anatomia del tallo sano. Además
se realizaron tests con el reactivo de floroglucinol HClpara detectar los tejidos
lignificados y, de acuerdo con la intensidad del color de la reacción, conocer el
grado de lignificación de los mismos(Il.2.5.3).

El conocimiento del desarrollo del sistema vascular en las porciones del tallo
atacado sumadoal cálculo de los volúmenes de “tejido cortical” (epidermis, corte­
za, floema y parénquima interfascicular) (C) y xilemático (X) en cada estadio per­
mitió considerar al órgano en su real dimensión en términos no solo del tipo sino
también de la proporción de los tejidos que el patógeno debe penetrar hasta acceder
al tejido X y/o a la médula. Se consideró que la accesibilidad de estos últimos te­
jidos constituye un “punto clave” en la determinación del grado de susceptibilidad
de la planta en cuanto a la distribución de las toxinas füngicas y a la pérdida de
la capacidad de sostén del tallo.
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lll.ü.2. Tallo sano

Ill.4.2.i. Descripción anatómica

Los resultados de los estudios anatómicos 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 ápice, 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. Ai nivel del limite

superior de la lesión (1.5) los tallos en edad I; exhiben crecimiento primario (l.
s: l). En los tallos de la edad II, el grupo S mostró también crecimiento primario
(l.s. h cm) mientras que el grupo T presentó un crecimiento secundario incipiente
(l.s. 2 cm). Todos los tallos de edad IV tenian crecimiento secundario (l.s. 1.8

cm) (Fig. 53 y 51+).

Crecimiento primario: el tallo está constituido por una epidermis uniestrati­
ficada; una corteza parenquimática, cuyas dos capas de células más externas son co­
lenquimatosas con engrosamientos angulares (no siempre presente); el sistema vascu­
lar; y la médula de parénquima esponjoso.

El sistema vascular está constituido por un anillo de haces vasculares separa­
dos por un parénquima interfascicular delgado. Cada haz está Formadopor floema pri­
mario hacia afuera y xilema primario hacia adentro. Entre ambos tejidos se locali­
za el canbium Fascicular el que se continúa con el interfascicular. Hacia el exte­
rior de cada haz se observa un casquete de fibras (Fig. S3).

Crecimiento secundario incipiente: Conel crecimiento en diámetro del tallo
la médula se agranda y los haces se separan mucho entre si. Tanto el cambiumfasci­
cular comoel ínterfascicular comienzan su actividad, pero no lo hacen en fonna 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 aún son distinguibles como tales pero en ellos también se ha incorporado xi­

lema y Floema secundario (Fig. 5h). A este nivel ya no se distingue el parénquima
interfascícular y el sistema vascular en su conjunto constituye un anillo continuo
pero de grosor irregular.
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Crecimiento secundario: La actividad cambial continúa hasta el logro de un
anillo completo más o menos uniforme de xilema y floema secundarios (Fig. S3).

El xilema secundario está formado por Fibras, grandes vasos con puntuaciones,
y radios medulares (Thoday, 1922).

|l|.4.2.2. Proporción de los distintos tejidos en cada edad

En la ZOnade inoculación el crecimiento es secundario, independientemente
de la edad del hospedante. Considerando una sección trasversal a esa altura, la

superficie ocupada por el tejido C no varió con la edad en tanto que la del ani­
llo xilemático fue menor en el estadio más joven (P: 0,05) que en el adulto y pre­
sentó valores intermedios en los tallos de edad Il (Tabla XXXXVI).

Si se regresa a la Fig. 17 (lll.l.4.2) se recordará que las diferencias en
la extensión de las lesiones se hacen significativas al h°día cuando prácticamen­
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 centímetro de
altura a partir del punto de inoculación.

Al comparar los volúmenes de C y X comprendidos entre la zona de inoculación

y el centímetro de altura en las distintas edades, se encontraron diferencias en­
tre tejidos y entre edades (P: 0,05). Tanto el volumen de tejido C comoel xile­
mátíco se incrementan con la edad del hospedante. Nuevamente no se hallaron dife­
rencias significativas entre los estadios más adultos respecto al X, pero sí a
la C que fue mayor en Il (Tabla XXXXVIII). La relación C/X se mantuvo constante

en l y ll (1,6) pero disminuyó y se hizo igual a l en el estadio lV.

Al alcanzar el centímetro de altura, el hongono solo hallará diferencias
a nivel de la distribución del tejido xílemático (cfr. Figuras S3 y Sü) sino tam­
bién en la distancia que debe atravesar para acceder a la médula.

La superficie de tejido cortical es menor en la edad más joven; le sigue la
edad adulta y por último la edad ll (Tabla XXXXVII).Con referencia al X su super­

ficie es menor y con distribución interrumpida en la edad I y semejante en las
edades I| y IV (Tabla xxxxvu).



Tabla XXXXVI:Superficies ocupadas por tejido “cortical” (C) y xílemátíco (X)
en la zona de inoculación,de acuerdo con la edad del hospedante
(cmz).

Estadios
I ll ¡v

c 0,22ab 0,35b 0,30b
x 0,135a 0,26ab 0,31b

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife­
rencias sígníficatívas al 1%.Lascomparaciones son Válidas dentro y entre Fí­
las y columnas. l: vegetativo; Il: botón floral cerrado y IV: botón floral a­
bierto.

Tabla XXXXVII:Superficies ocupadas por tejido I'cortical” (C) y xílemático (X)
a 1 cm de altura respecto a la zona de inoculación, de acuerdo
con la edad del hospedante (cm2).

Estadios
l IV

a d c
C 0,17 0.35 0,27

x 0,09b 0,22c 0,23C

Los valores sen promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife­
rencias significativas al 1%. Las c0mparacíones son válidas dentro y entre fí­
las y colunnas. I: vegetativo; II: botón Floral cerrado y lV: botón Floral a­
bierto.
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Tabla XXXXVIII:Volümenes de tejido “cortical” (C) y xilemático (X) comprendí­
dos entre la zona de inoculación y el centímetro de altura (cm ),
en tallos sanos de distintas edades.

Estadio
l ll IV

c 0,19a 0,32b 0,28bc

x 0,11d 0,25C 0,27IDC

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife­
rencias signifícativas al 1%. Las comparaciOnes son válidas dentro y entre fi­
las y columnas. l: vegetativo; ll: botón floral cerrado y IV: botón floral a­
bierto.

Tabla XXXXIX:Volúmenes de tejido “cortícal” (C) y xilemático (X) en distintas
alturas del tallo sano, de distintas edades.(cm3),

Estadio
Altura | ll

b a

041 cm C 0,19€ o,32d
X 0,11 0,25

a

1-2 cm 0’3hb
0,20

c 0,34a
2-3 cm

X 0,17b

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife­
rencias significatívas al 1%. Las comparaciones son válidas dentro, entre Fi­
las y colunnas. l: vegetativo y ll: botón floral cerrado. -: no realizado.
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lll.h.2.3. Lignificación de los tejidos

La presencia de la lignina y su formación en las paredes celulares ha sido
estudiada frecuentemente a través del empleo de reacCiones de color especificas.
Por ejemplo, la formación de un color rojo-púrpura luego del tratamiento con el
reactivo del Floroglucinol-HCI se ha empleado para detectar lignina en numerosas
especies vegetales (Híguchí, 1981). Ea tipica coloración se debe a la presencia
en estos polímeros de moléculas de aldehidos pbhidroxicinamilicos tales como los
aldehïdos coniferïlicos.

A la altura del margen superior de las lesiones en los tallos de edad l y

llS se distinguió una reacción positiva en las paredes de los elementos del xile­
ma y floema primarios y casquetes de Fibras. En los tallos de edad llT, en las
del xilema primario, secundario, floema primario y casquetes de fibras; en este
caso el anillo de células lignificadas es casi continuo (Fig. 30. Enel estadio
IV, a la altura del márgen superior de la lesión todos los elementos mencionados

para IlT reaccionaron positivamente. A medida que los elementos se acercaron al
cambiun la coloración se hizo más tenue. Esto puede deberse a que dichos elementos

son más nuevos y por lo tanto menos lignificados (Híguchí, 1981).

En las_zonas basales (de inoculación) 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
ción resultó más intensa lo que denotarïa una mayor lignificación de los tejidos.

El estudio de los tallos con microscopio de fluorescencia (cfr. ll|.3.7) per­
mitió confirmar todo lo antedicho. La lignina fluoresce bajo la luz UVemitiendo
un color celeste brillante que no vira ante la exposición a los vapores de amonio.
Sin embargo cemo se mencionó en ll|.3.7 las paredes de ciertos vasos en todos los

estadios (generalmente los próximos al cambiun) viraron a verde al ser expuestos
a amonio.

lH.ï3.TaHo afiemm

Estadios tolerantes: no se observó modificaciones a nivel del grosor de las
paredes, formación de geles, tilosis o aposición de carbohidratos. Las lesiones
estuvieron restringidas a las Zonas corticales, y no afectaron aparentemente el
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tejido vascular. Las células atacadas se mostraron comprimidas, perdieron su in­
dividualidad yquedaron reducidas a paredes celulares de color castaño rojizo os­
curo debido a su ímpregnación con melaninas (polimeros fenólicos oxidados). El
estudio de los márgenes de la lesión al microscopio UVpermitió detectar la apa­
rición de ésteres de ácidos fenólicos en las paredes de las capas más externas
de la corteza y del parénquima interfasciCular de la edad l y de la corteza de

las edades llT y lV (cfr. III.3.7) que no reaccionaron positivamente con Floro­
glucinol ClH. Este tipo de estudio bajo luz UVasi comoel tratamiento de los cor­
tes histológicos con celulasa seguido de nueva observación al UVresultó fundamen­
tal para confirmar en los tallos enfermos lo descripto con el test histoquimico,
ya que ciertas lígnínas sintetizadas postinfeccionalmente pueden no reaccionar
con el floroglucínol ClH debido a variaciones en su c0mposición quimica (Bell, ¡981;

Asada EL 31., 1976).

Estadio susceptible: las lesiOnes acuosas y profundas alcanzaron la médula.
Los tejidos estaban tan altamente destruidos al 5°dïa que fue imposible individua­
liZar las células del hospedante. El estudio de los márgenes de las lesiones indi­
có que en estos no aparece la fluorescencia postinfeccional presente en los tallos
primarios de la edad I. Tampocose observó la Fonnacíón de melaninas. Sin embart

go, al analiZar Zonas del tallo separadas en ocasiones varios centimetros de los
márgenes de las lesiones se encontró que los haces correspondientes al lado del
tallo más afectado o de todo el tallo (si el ataque era muy severo) estaban com­
pletamente oscurecidos.

|ll.4.4. Conclusiones

- Desde el punto de vista anatómico, el mayorvolúmen de tejido lignificado y su
d;‘:¡2bución continua en las Zonas de crecimiento del hongo contribuirian con

la tolerancia en los estadios más adultos (ll y IV). É. sclerotiorum es un pa­

tógeno que se caracteriza por poseer un sistema enzimático mUycompleto pero
hasta el momentono se ha demostrado que produzca ligninasas (Lumsden, l979).

De hecho en numerosas interacciones hospedante-patógeno la presencia de tejidos
lignificados y la producción, velocidad de sinEesis y extensión de la ligniFi­
cación 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 I presentaría una mayordebilidad,
ya que tanto desde el punto de vista del volúmen de los elementos lignifí4
cados como de su distribución se haya en desventaja reSpecto a los otros es­
tadios. Sin embargo, puntos vulnerables no lígníficados que constituírian
"puertas de fácil acceso” hacía la médula como los espacios interfascicula­
res estarian protegidos por la presencia de ácidos fenólicos esterificados
en las paredes parenquímáticas (Ill.3.7 y Ill.h).
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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 integración de
los aspectos más sobresalientes.

La alta inespecificidad de los mecanismosofensivos de é¿ sclerotiorum
lleva indudablemente a la consideración que solo a través de la combinación

de más de un mecanismo, desarrollados en la magnitud, lugar y momento adecuados,
es posible alcanzar la tolerancia.

¿Comoexplicar que los tallos jóvenes en estadio vegetativo (I), con un menor
volumen cortical y xílemátíco, el que se hace discontinuo a un centimetro de

altura a partir del punto de inoculación, posean una tolerancia semejante a
la de los tallos más gruesos y lígníficados del estadío IV en los que el xí­
lema constituye una barrera contínua que impide el avance del patógeno hacia
la médula? (Figura 61) (Ill.h.).

A medida que el hongo penetra los tejidos corticales en el Estadio I, las
sustancias inhibidoras alcanzan concentraciones muchomayores que las CI 100

determinadas in_vitlg (Figura 61) (III.3). El avance se veria también restrin­
gido por la melanízación o ímpregnacíón fenólica de las paredes celulares, lo
que les conferiria una mayor resistencia frente a las enzimas füngicas (III.
3.7.). La menor concentración de compuestos fenólicos inhibidores en el es­
tadio IV podria compensarse por el mayor espesor del parénquima cortical que

_.el hongo debe atravesar para alcanzar el xílem a (I||.h y Tabla XXXXVIII),yde a
eventual acción en este estadio de compuestos no fenólicos (efecto postinfec­
cional de extractos clorofónnicos)(ll|.2.h.2.2.).

Los factores mecánicos tales comola presencia de elementos lígníficados
(preinfeccional) melanízados, o de paredes ímpregnadas con ácidos fenólicos
(postinfecci0nales) (Figura 62) serian por si solos íneficaces para un comple­
to control del patógeno, pero actuarian retardando su avance y posibilitando
asi el desencadenamiento de los factores bí0quimicos de la defensa.

Dentro del estadio II (máximasusceptibilidad) fue posible distinguir
individuos que se :mportaron básicamente ígual que los de las edades toleran­

tes (IIT). En ellos de algún modopersiste la capacidad de sintetizar fenoles
por encima de las concentraciones ¡nhibitorias(¿ diferencias genotipicas que
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se expresan en este estadío?. Por el contrario, al alcanzar aproximadamente
el h°dia de la inoculación, un grupo de individuos dentro del estadio ll

(IIS) se diferencia del resto, presentando Sintomas que denotan una alta
susceptibilidad. ¿Quéocurre con estos individuos al 4°dia7. Hasta ese mo­
mento no habia indicios que índicaran un crecimiento füngico “explosivo”
a partir de ese momento. Si regresamos a las figuras 17 y 29 se comprobará

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 prag
tícamente primario (lll.h), y en las que el volumen de xílema es menor (Ta­

bla XXXXlX).En consecuencia, el patógeno arriba a zonas en las que se redu­

ce la resistencia de tipo mecánico (Figura 61). Comose nencionó, en estos
individuos no se observaron paredes celulares ímpregnadas con ácidos fenólicos,
y el menor pH del jugo celular de los tallos favoreceria el efecto inhibidor

del ácido oxálíco sobre la actividad de las polífenoloxidasas (Marcianogt
al., 1983), lo que reduciria la nelanización (Figura 62). Este hecho se ma­
nifestó a través de las lesiones claras, tipicas de los individuos suscepti­
bles (Ill.l). Aesta evidente debilidad se sumaria la menorsintesis de feno­
les, o el cese de la misma (Ill 3.3.1.1.2), con lo que el hongo tampoco halla­

ria barreras del tipo bioquimico (Figura 62). Más aún, el mayor volumen de te­
jido parenquimátíco de la corteza, al no acumular fenoles, podria constituir un
factor predisponente, ya que C0nstituye una fuente nutritiva facilmente degra­
dable. Esto permitiría un aumentoen la velocidad del crecimiento mícelial,
y de la masa füngica, con la consecuente mayor producción de ácido oxálico

(mayor marchitez) y actividad enzimática. Además, la llegada del hongo al
sistema vascular fav0receria la marchitez provocaria fallas en la trasloca­
ción de nutrientes debido al taponamiento de los distintos elementos, y per­
mitiría la distribución de la toxina sistemícamente via xílema. Finalmente,
Ia destrucción de la médula provocaría 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 búsqueda de la resistencia genética a esta enfermedad. Por ello, deberá
corrobOrarse la existencia de correlación entre los grados de susceptibilidad
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que presentan distintos genotipos y el contenido pre y postínfeccional del
ácido isoclorogénico y de los fenoles totales en los tallos.En caso de existir
correlaciones positivas significativas, seria interesante seleccionar aquellos
individuos que posean contenidos preínFeccionaIes más altos de dichos compues­
tos, o Sean capaces de acumularlos más rapidamente. Seria c0nveníente combinar

la presencia del mecanísno bioquímico con la de tallos más lígnifícados, y fo­
llaje más resistente al ácido oxálico. Así ismo, la confirmación de la hereda­
bilidad del caracter “hípocotile tolerante“ en las lineas estudiadas, el estu­
dio de los mecanismos de su herencia y su eventual complementación con otros

caracteres comohipocótiles más largos y de capa externa más lignificada podrian
constituir elementos de importancia relevantes para la selección de la resisten­
cia genética a esta enfermedad. Además, estos logros deberian ser acompañados
con técnicas de manejo del cultivo que eviten el acercamiento del ínóculo a los
tejidos más susceptibles del tallo (profundidad de siembra, aporque, etc.).
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V. CONCLUSIONES FINALES

Existírian diferencias genotipícas para la susceptibilidad, dentro de la
linea estudiada, que se manifiestan en mayor medida en el estadio de botón
floral cerrado (ll) (Ill.l.h).

La susceptibilidad se incrementa al disminuir las horas de luz en las que se
cultivan las plantas (lll.l.h.l. y |I|.l.h.2).

La susceptibilidad depende, en la linea estudiada, de la zona de inoculación.
El hipocótile posee una mayor resistencia que el epícótíle. Este caracter se
perdería o enmascararia en el hibrido (III.1.3).

Noexisten barreras a la penetración, al wenos cuando la inoculación se efectúa
en el epicótíle (l||.l.h).

La susceptibilidad se asocia de un modoaltamente significativo (P:0,0l) con
las siguientes caracteristicas: lesiones hünedas, claras, de bordes difusos,
que rodean todo el tallo, y son más largas que las de los tallos tolerantes
tallos huecos y 100%de marchitez foliar (lll.l).

La tolerancia posee los atributos contrarios: lesiones oscuras, secas, super­
ficiales, limitadas y pequeñas; tallos firmes; ausencia de marchitez (Ill.l).

Con respecto al estado nutricional del hospedante cono predisponente, un nenor
tenor de azúcares se relacionó con una mayor susceptibilidad; no se encontró
relación entre el contenido total de calcio, o aminoácidos libres y la toleran­
cia/susceptibilidad(lll.2.2. y Il|.2.3.).

Las diferencias en la susceptibilidad se relacionan con diferencias en la ve­
locidad del
la existencia de diferencias en las barreras al

crecimiento füngico en el interior del hospedante. Esto implica
desarrollo. Las diferencias en­

tre los grupos tolerante y susceptible dentro del estadio II se hacen visibles
al h°dia; antes no es posible distinguir subpoblaciones (Ill.l.h).

Se detectaron mecanismos de defensa tanto de naturaleza bioquímica comome­
cánica en relación con las diferencias en susceptibilidad (Figuras 61 y 62):
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Mecanismos bioquímicos

a. Debido a la infección se produce una alteración general del metabolismo
fenólico cualitativamente similar en los distintos estadios. Conoc0nse­

cuencia de ello se acumulan compuestos preexistentes en los tallos sanos,
y aparecen otros nuevos.

b. La tolerancia está relacionada con la acumulación postinfeccional de los
c0mpuestos fenólicos. Este fenómenoocurre tanto en los estadios tolerantes
(Ill.3.3.1.1); en grupos de individuos tolerantes dentro de un estadio
susceptible (Ill.3.3.l.2.1), y en tejidos tolerantes de hospedantesen es­
tadio de máximasusceptibilidad (Ill.3.3.1.2.2). Por el contrario, la suscep
tibilidad se caracteriza por una ausencia de acumulación, o una acumulación
significativamente menorque la producida en los hospedantes tolerantes.
Esto podria deberse a la no inducción de la acumulación, al cese de la mis­
ma, o a la acción de un bloqueante de la sintesis de fenoles (III.3.3.l.2.2).

c. La mayor proporción de fenoles está constituida por ésteres de los ácidos
cafeico, ferülico, p-cumárico, p-hidroxibenzoíco y vainilico.

d. El fenol más abundante en los tallos sanos y que se acumula en mayor propor­
ción fue el ácido isoclorogénico. Dicho compuesto posee efecto inhibidor
sobre el crecimiento micelial y alcanza umbrales tóxicos en los tallos tole­
rantes, pero no en los susceptibles (lll.3.h).

e. El ácido ísoclorogénico, determinado comoel principal componente de la defen­
sa, fue el fenol más abundante en plantas crecidas a campo y en cámara bio­

climática. Esto también ocurre en la especie fl. tuberosus, tolerante a la
enfermedad(Ill.3.3.2).

f. El producto de hidrólisis de los ésteres fenólícos no inhibidores Ber se
(ácidos fenólicos libres) tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento
micelial. Las concentraciones minimas inhibitorias'varian con el compuesto
en cuestión (lll.3.5). La presencia de hidrolasas que llevaran a estos és­
teres a sus formas activas, podria constituir un mecanismode defensa adi­
cional.
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g. Existirian otros compuestos tóxicos de naturaleza desconocida, extraíbles
con cloroformo, presentes en el estadio IV. El efecto inhibidor del ex­
tracto clorofórmico se incrementa luego de la infección (II|.2.h.2.2).

Barreras mecánicas

Preínfeccionales: el mayor volumende elementos lignificados, y su distri­
bución continua en las zonas de crecimiento Füngico podrian constituir ba­

rreras a la penetración, en los estadios llT y IV (Figura 61).(I|I.h).

ii. Postinfeccionales: la melanización, e ímpregnación con ácidos fenólícos de
las paredes no lignifícadas que se produce solo en individuos tolerantes,
conferirian a las paredes celulares una cierta resistencia frente a la
degradaciónenzimática (lll.3.7 y lll.h).
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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 Sclerotínía sclerotiorum.

El sistema experimental estuvo constituido por distintos estadios del
ciclo de vida del hospedante que exhiben diferencias en su susceptibilidad
al ser ínoculadas con el hongo. La determinación de dicho sistema implicó la

realización de curvas de susceptibilidad en función de la edad bajo dos c0n­
díciones luminicas: lZ y 16 horas de luz diaria. Las edades estudiadas fueron:
¿Stadio vegetativo (l); botón floral cerrado (Il) y botón floral abierto (lV).

El estudio se llevó a cabo a través del desarrollo de dos lineas principa­
les de trabajo: un estudio del estado nutricional del hospedante previo a su
inoculación, el análisis de mecanismos de defensa bi0quimicos y mecánicos pre
y postinfeccionales.

La primera incluyó un análisis global de ciertos factores nutricionales que
podian gravitar tanto comofactores predisponentes o de resistencia: contenido
de azúcares totales, de aminoácidos libres y de calcio en las 20nas basales de
tallos sanos de diversas edades.

La segunda se inició con estudios preliminares acerca del efecto de díverr
sos extractos de tallos sanos e inoculados de girasol sobre el crecimiento mi­

celíal (CM)y la formación de esclerocios in vitro. Ciertas evidencias sugirie­
ron la relación de los compuestos fenólicos con los efectos inhibidores detec­
tados. Esto llevó a la decisión de profundizar en el papel de estos compuestos
en la defensa. Para ello se realizaron estudios cuali y cuantitativos de los
fenolc: 1 tallos sano: inoculados de las diversas edades. Se aisló, identi-­
ficó y cuantificó el compuesto de mayor actividad antífúngica. Se determinó la

concentración necesaria para producir una inhibícíón del 502 in vitro (Cl SO).
town complemento se estudió la localización anatómica por medio de métodos
histoqüimicos y de autoflorescencia, de los fenoles en cortes transversales
de tallos , a fin de conocer si esta coincidia con las zonas de infección.

El análisis de los mecanismos mecániCos consistió en un estudio de la

anatomia del tallo sano segün la edad del hospedante al inocular. Esto permi­
tió conocer el estado de diferenciación del sistema vascular en cada estadio.
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Mediante reactivos histhuimícos se tuvo una idea de la proporción de los
elementos lígnificados e intensidad de la lignificación. El cálculo de los vo­
lúmenes de los distintos tejidos según la edad permitió elaborar una hipótesis
acerca de la presencia y cantidad relativa de los mismos como factor de tole­
rancia o susceptibilidad.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que existen diferencias geno­
tipicas para la susceptibilidad las que exhiben su máximaexpresión en el esta­
dio de botón floral cerrado (Il). Se corrobOró que dicha expresión 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 menosa los dos
tipos de mecanismos: bioquímico y mecánico. Dentro del primero se destacó la

acumulación del ác. ísoclorogénico por encima de umbrales ínhibitoríos en los
estadios tolerantes o individuos tolerantes dentro del estadio de máximasuscep­
tibilidad. Asimismose acumularonen los tolerantes ésteres fenólicos no inhi­

bidores_BgL gg, pero cuyas agliconas provocaron efectos tóxicos sobre el CM.La
localización periférica de los fenoles coincidente, con las zonas de infección
constituye una evidencia más a favor de la relación de estos c0mpuestos con la
tolerancia.

Con respecto a los factores mecánicos, la presencia de un anillo contínuo
de elementos lígnificados asi como un mayor volúmen de los mi5nos, se considera
un elemento complenentario para retardar el avance füngico en los estadios más
adultos. Sumadoa este mecanismode naturaleza preínfeccional, la impregnacíón
de ciertas paredes celulares con ésteres de ácidos fenólicos comoconsecuencia
de la infección constituiría un factor de tolerancia adicional al dificultar
la degradación de las paredes del hospedante.

Los mecanismos bioquímicos incluírïan c0mpuestos de otras naturalezas que no
han sido estudiados (efecto inhibidor de extractos clonofórmicos en tallos ino­
culados de edad IV).

El ácido isocl0rogénico resultó el compuesto fenólico más abundante en qira­

soles tolerantes cultivados a campoy en tallos inoculados de fi. tuberosus (es­
pecie tolerante a E: 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 mismosno solo
en magnitud sino también en tiempo de aparición y velocidad de desarrollo.
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