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INTRODUCCION GENERAL

I. 1.- Sclerotinia sclerotiorum.

I. 1. 1.- Ubicacién taxonémica y ciclo de vida.

Este hongo pertenece a la Division Eumicota, Subdivisién
Ascomicotina, Clase Discomicetes Orden Helotiales, Familia Sclerotiniaceae. El
mismo se perpetia en el suelo por medio de estructuras de resistencia
denominadas esclerocios, las cuales se forman luego de la anastomosis y
pérdida de agua por parte de las hifas. Los esclerocios pueden permanecer
viables en el suelo durante muchos aiios, aunque existen organismos capaces de
parasitarlos y disminuir su viabilidad. Condiciones de alta humedad favorecen
la germinacion de los esclerocios, la cual puede ocurrir en dos formas
diferentes. En general, si la temperatura ambiente es superior a los 20 °C ocurre
la germinacion miceliogénica (Fig. 1), consistente en la formacion de un micelio
blanco algodonoso caracteristico. El micelio asi formado puede atacar las partes
de la planta cercanas al suelo. Luego se producen esclerocios sobre los tejidos
enfermos del hospedante y asi se cierra la fase asexual del ciclo de vida del
hongo (Fig. 1). La fase sexual del ciclo de vida se inicia con la germinacién
carpogénica de los esclerocios (Fig. 1), la cual ocurre cuando la temperatura es
inferior a los 17 °C. Este tipo de germinacién consiste en la formacién de
apotecios, que contienen a los ascos dentro de los cuales se forman las
ascosporas. Las ascosporas son liberadas en forma de nubes livianas capaces de
alcanzar las partes aéreas de las plantas hospedantes (Fig. 1). Las ascosporas
germinan y colonizan tejidos senescentes (generalmente hojas o pétalos), los
cuales son utilizados como fuente de nutrientes. El micelio formado invade
entonces los tejidos vivos y asi se inicia la enfermedad. En estadios avanzados
de la infeccidn, en los tejidos enfermos se forman esclerocios que caen al suelo,

cerrando asi el ciclo de vida del hongo (Fig. I).
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Figura 1.- Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum sobre plantas de girasol.




I. 1. 2.. Hospedantes y distribucion geografica.

Las enfermedades de plantas causadas por S. sclerotiorum revisten gran
importancia debido a la presencia del mismo en zonas templadas, tropicales y
subtropicales de todo el mundo (Purdy, 1979). Cada afio se pierden varios
millones de ddlares por la reduccion de los rendimientos y la calidad de las
cosechas de las especies que son susceptibles a este patogeno (Zhou & Boland,
1998). Se trata de un patdgeno de plantas extremadamente polifago, capaz de
parasitar al menos 408 especies vegetales pertenecientes a 75 familias diferentes
(Boland & Hall, 1994). Entre sus hospedantes se encuentran especies de gran
importancia econdmica, tales como el poroto (Phaseolus vulgaris), la papa
(Solanum tuberosum), la soja (Glycine max), el girasol (Helianthus annuus), el
mani (Arachis hypogaea), la lechuga (Lactuca sativa), el tomate (Lycopersicon

esculentum), la frutilla (Fragaria spp) y el pimiento (Capsicum anuum).

I. 2.- El girasol: generalidades, ubicacién taxonémica e importancia
econbmica.

El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie anual diploide con n
=17 (Sackston, 1992), perteneciente al Orden Synandrales, Familia Compositae
Adans., Subfamilia Tubuliflorae DC, Tribu Helianthae Cass., Género
Helianthus L. Se trata de una de las oleaginosas mas apreciadas a escala
mundial. La calidad del aceite obtenido y el valor proteico de su harina hacen de
este cultivo una alternativa interesante para los productores (Autino et al.,
1993). Argentina es el primer productor mundial y exportador de aceite y
subproductos, lo cual representa una gran fuente de ingresos. En cuanto a su
importancia econdémica, éste es el segundo cultivo de nuestro pais después de la
soja. Sin embargo, la produccidon se ha visto frecuentemente influida por
problemas sanitarios que afectaron a los cultivos en forma directa como pérdida
de produccién, o en forma indirecta como temor a la siembra por falta de
seguridad de cosecha. Las enfermedades mas importantes del girasol en la

Argentina son de origen fungico, siendo S. sclerotiorum y Verticillium dahliae



los patégenos que causan mayores pérdidas actualmente (Pereyra & Escande,
1994).

L. 3.- Interaccién Sclerotinia sclerotiorum- girasol.

S. sclerotiorum puede producir varias enfermedades en el girasol. El
micelio resultante de la germinacion miceliogénica de los esclerocios presentes
en el suelo ataca la base de la planta. Por otra parte, las ascosporas resultantes
de la germinacién carpogénica de los esclerocios pueden atacar las partes aéreas
tales como hojas, peciolos, parte media del tallo, botén floral y capitulo. En los
parrafos siguientes se describen las caracteristicas de las dos enfermedades que

revisten mayor importancia en la Argentina.

I. 3. 1.- Podredumbre basal.

I. 3. 1. 1.- Importancia.

Esta enfermedad ocurre en toda la region girasolera argentina aunque no
alcanza la importancia que tiene en los Estados Unidos, Europa y la ex Unién
Soviética, dado que el nimero de plantas atacadas resulta menor que en dichos
paises. La enfermedad frecuentemente lleva a la muerte de la planta y en los
casos en que la planta no muere su rendimiento disminuye marcadamente, asi

como también el porcentaje de materia grasa de los frutos.

L. 3. 1. 2.- Sintomatologia.

El micelio resultante de la germinacién miceliogénica de los esclerocios
invade la base del tallo y las raices cercanas, dando origen a lesiones
superficiales de color pardo. En estadios mas avanzados de la infeccion, las
lesiones se expanden y el micelio alcanza tejidos mas internos, obstruyendo los

vasos conductores y causando asi la marchitez de la parte aérea y el vuelco de la



planta. La produccién de acido oxalico por parte del hongo y su precipitacion en
la forma de oxalato de calcio contribuyen a la obstrucciéon de los vasos

conductores.

L. 3. 1. 3.- Tolerancia genética.

Aunque se ha demostrado la existencia de mecanismos genéticos de
tolerancia a esta enfermedad (Gulya, 1985), en nuestro pais no se ha trabajado
demasiado en el tema, dado que la misma no ha producido mermas

significativas de rendimiento.

L. 3. 2.- Podredumbre del capitulo.

L. 3. 2. 1.- Importancia.

Esta enfermedad ocurre en muchas zonas de la Argentina, pero los dafios
ocasionados por la misma han sido muy notables en el sudeste y sur de la
provincia de Buenos Aires (Pereyra & Escande, 1994). La pérdida de
produccion por la caida de capitulos y la disminucién de la calidad de la semilla
debida a la presencia de esclerocios son las consecuencias mas perjudiciales de
esta enfermedad. La presencia de esclerocios no solo es perjudicial por tratarse
de un cuerpo extrafio, sino que también provoca un aumento de acidez en el
producto cosechado, lo cual puede hacer que el mismo sea rechazado.

La magnitud de las pérdidas debidas a la podredumbre del capitulo ha
sido variable entre temporadas, alcanzando niveles muy altos en las camparias
1987/88, oportunidad en la cual se registraron pérdidas totales en 50.000
hectareas del sudeste de la provincia de Buenos Aires y disminuciones de un 50
% en el rendimiento en otras 100.000 hectareas. De todas las enfermedades del
girasol causadas por S. sclerotiorum, ésta es sin duda la mas importante en la
Argentina. Se puede considerar la enfermedad mas perjudicial para este cultivo
en el pais, junto con el secado prematuro y quebrado de plantas provocado por

Verticillium dahliae.



L. 3. 2. 2.- Sintomatologia.

Las ascosporas resultantes de la germinacion carpogénica de los
esclerocios son diseminadas por el viento y alcanzan los capitulos. Las mismas
germinan y dan origen a un micelio blanco en la superficie floral del capitulo. El
micelio penetra los tejidos de modo que a los pocos dias aparecen manchas de
color marrén en el capitulo y las partes afectadas se ablandan notablemente. Si
la enfermedad progresa, la lesidén puede abarcar todo el capitulo, provocando su
caida. Cuando la podredumbre alcanza los estadios mas avanzados, se producen

agregados de hifas que resultan en la formacion de esclerocios.

I. 3. 2. 3.- Tolerancia genética.

Existen diferencias de comportamiento frente a esta enfermedad entre
distintos cultivares (Pereyra et al, 1991). Dentro de los hibridos comerciales
usados en el pais, la gran mayoria son susceptibles, mientras que un pequefio
grupo presenta un cierto nivel de tolerancia, que se evidencia como un menor
numero de plantas enfermas ante ataques de intensidad moderada.

En general, la tolerancia del girasol a S. sclerotiorum parece ser
poligénica (Vear & Tourvieille, 1988) y ademas es considerada un caracter
diferente para cada una de las formas de ataque (Castaiio et al., 1993). Hasta el
presente no se han identificado genes del girasol relacionados con la tolerancia a
enfermedades provocadas por S. sclerotiorum. Vale la pena destacar la
existencia de una correlacion positiva directa entre la cantidad de acido oxalico
producido por distintos aislamientos de S. sclerotiorum y la virulencia de los
mismos sobre plantas de girasol (Marciano et al., 1983) y otros hospedantes
tales como el poroto (Tu, 1985) y Arabidopsis thaliana (Dickman & Mitra,
1992). Ademas, se ha demostrado que plantas de tomate y tabaco genéticamente
transformadas con un gen bacteriano que codifica para una enzima capaz de
degradar el acido oxalico, muestran un aumento en la tolerancia a la infeccion

por S. sclerotiorum (Kesarwani et al., 2000). Por lo tanto, es probable que el



mejoramiento genético de la capacidad del girasol de degradar esta toxina,
resulte una aproximacion interesante para aumentar la tolerancia de esta especie

a las distintas enfermedades causadas por S. sclerotiorum.

I. 4. .- Métodos tradicionales de lucha contra las enfermedades del girasol
producidas por S. sclerotiorum.

Uno de los principales problemas que dificultan el control de las
enfermedades causadas por S. sclerotiorum es la permanencia de los esclerocios
en el suelo durante varios afios sin perder su capacidad infectiva. Cualquier
método tendiente a disminuir la cantidad de esclerocios viables en el suelo
puede contribuir a atenuar la incidencia de estas enfermedades. En este sentido,
los tratamientos quimicos del suelo no han dado resultados aceptables (Peres e?
al., 1986). La rotacion de cultivos con especies no susceptibles al ataque de S.
sclerotiorum es una manera de dar tiempo a que los esclerocios pierdan
viabilidad. Sin embargo, el amplio rango de hospedantes de este patdgeno
complica este tipo de practicas. Una alternativa es la rotacion con especies de
gramineas, las cuales en general no son susceptibles al ataque del patégeno. Una
medida recomendable es controlar que las semillas usadas para sembrar no estén
contaminadas con esclerocios. Para el caso de la podredumbre del capitulo en
particular, la estrategia principal consiste en el uso de hibridos con altos niveles
de tolerancia. De todas maneras, cuando ocurren ataques severos, las pérdidas
de productividad resultan importantes aun cuando se trate de hibridos tolerantes.
En el sudeste de la provincia de Buenos Aires se ha observado que las
plantaciones sembradas tempranamente (octubre y principios de noviembre) en
general han sido menos atacadas que las sembradas mas tarde. Dado que el
periodo de maxima susceptibilidad al ataque de S. sclerotiorum es en el
comienzo de la floracidn, es probable que el efecto anteriormente descrito se
deba a que en el caso de las siembras tardias la floracién ocurre en un momento
en que se dan condiciones ambientales favorables para la infeccion y el
desarrollo de la enfermedad. De este modo, al menos en esta region de la
provincia parece recomendable hacer siembras tempranas (Pereyra & Escande,
1994).



OBJETIVOS GENERALES

En un sentido amplio, el objetivo de este trabajo de tesis fue contribuir al

conocimiento cientifico dentro de las siguientes areas:

Las interacciones entre plantas y hongos.

Las interacciones entre hongos patégenos de plantas y otros que pueden
ser usados como agentes de control biologico de las enfermedades
causadas por los primeros.

La fisiologia de hongos patégenos de plantas.

Los estudios se llevaron a cabo en el patosistema Sclerotinia sclerotiorum-

girasol, y se plantearon los siguientes objetivos:

Estudiar el potencial del hongo Epicoccum purpurascens como agente
de control bioldgico de la podredumbre del capitulo de girasol causada

por el hongo Sclerotinia sclerotiorum.

Estudiar las propiedades de los compuestos antifiingicos producidos por
E. purpurascens, asi como también el potencial de la aplicacién de los
mismos para el control de enfermedades del girasol causadas por S.

sclerotiorum

Estudiar el rol de las poliaminas en procesos de crecimiento y
diferenciacion que forman parte del ciclo de vida de S. sclerotiorum y
son claves para la supervivencia y la capacidad de dicho hongo de
infectar a sus hospedantes.

Los estudios realizados en relacién a cada uno de estos temas se presentan en

tres capitulos separados, en cada uno de los cuales se detallan objetivos

puntuales.



CAPITULO1

Interaccion Epicoccum purpurascens-
Sclerotinia sclerotiorum in vitro y el potencial del
primero como agente de control biolégico de la
podredumbre de capitulos de girasol.

RESUMEN

Existen antecedentes acerca del control biolégico de enfermedades
causadas por S. sclerotiorum en diversas especies vegetales. En el caso
particular del girasol, los mismos se han orientado al control bioldgico de la
podredumbre basal. Sin embargo, hasta el presente no existian antecedentes con
respecto al control biologico de la podredumbre del capitulo. En otras especies
vegetales, el hongo E. purpurascens ha demostrado tener un cierto potencial
para el control de enfermedades causadas por S. sclerotiorum en el filoplano.
Sobre la base de estos antecedentes, decidimos evaluar la eficiencia del mismo
para el control de la podredumbre de capitulos de girasol. Se obtuvieron varios
aislamientos de dicho hongo y se estudié la interaccidon de los mismos con S.
sclerotiorum in vitro, seleccionandose el aislamiento que inhibi6 el crecimiento
de micelio de S. sclerotiorum en forma mas notable. Se llevaron a cabo ensayos
de control biolégico pulverizando conidios de dicho aislamiento sobre la
superficie floral de capitulos de girasol, los cuales fueron posteriormente
inoculados con ascosporas de S. sclerotiorum. En condiciones de invernadero,
los conidios de E. purpurascens dieron origen a una abundante cantidad de
micelio, el cual colonizé la superficie floral de los capitulos. Este tratamiento
redujo significativamente la incidencia de la podredumbre, alcanzandose una
reduccion ain mayor de la misma con aplicaciones dobles de conidios de E.
purpurascens. Por otra parte, este ultimo tratamiento atenud significativamente
la disminucion de la productividad resultante de la infeccidn con S.
sclerotiorum. La severidad de la podredumbre no se vio reducida en ningin

caso. El efecto diferencial sobre los parametros de incidencia y severidad
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sugiere que el mecanismo de accidn de E. purpurascens sobre S. sclerotiorum
depende de eventos que ocurren en estadios tempranos del desarrollo de la
enfermedad. Teniendo en cuenta que el hibrido de girasol usado es altamente
susceptible, el grado de proteccion logrado resulta interesante. De todas
maneras, ensayos semejantes llevados a cabo en condiciones de campo no
protegieron las plantas de girasol del ataque de S. sclerotiorum. En estas
condiciones, la colonizacién de la superficie floral por E. purpurascens fue
mucho menor que en condiciones de invernadero. La busqueda de nuevos
aislamientos de E. purpurascens capaces de colonizar en forma mas eficiente la
superficie floral de los capitulos en condiciones de campo podria contribuir a
incrementar el potencial de este hongo como agente de control bioldgico de la
podredumbre de capitulos de girasol causada por S. sclerotiorum.

El estudio de la interaccién entre ambos hongos in vitro demostré que no
se producen interacciones de tipo parasiticas entre ambos. Durante la
germinaciéon de conidios, E. purpurascens no liber6 al medio de cultivo
compuestos antifilngicos capaces de inhibir la germinacion de ascosporas de S.
sclerotiorum. Sin embargo, la germinacion de ascosporas result¢ inhibida
cuando se hicieron germinar juntas esporas de ambos hongos. En conjunto, los
resultados sugieren que en dicha etapa de su ciclo de vida E. purpurascens es
mas eficiente que S. sclerotiorum en la incorporacion de algin nutriente. En el
capitulo II se presentan evidencias de la produccidon de compuestos antifingicos
por parte del micelio de E. purpurascens, se describen algunas propiedades de
los mismos y se discuten los posibles mecanismos responsables de los

fenomenos de control biolégico observados en el presente capitulo.
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INTRODUCCION

I. 1.-Control biolégico de enfermedades de las plantas.

I. 1. 1.- Generalidades.

Baker y Cook (1974) definen el control bioldgico como la reduccién de
la cantidad de indculo o de las actividades productoras de enfermedad de un
patégeno o parasito, en su estado activo o durmiente, mediante uno o mas
organismos, lograda de manera natural o a través de la manipulacion del
ambiente, del hospedante o del antagonista, o por la introduccién masiva de uno
o mas antagonistas. Dentro de la patologia vegetal, esta disciplina ha despertado
un gran interés en los ultimos 20 a 30 afios. Una de las razones de ello es la
creciente preocupacion por la contaminacién ambiental y los riesgos de
intoxicacidn resultantes del uso de pesticidas quimicos. Ademads, existe un cierto
numero de patdgenos que no son controlados satisfactoriamente por estos
ultimos (Cook, 1993), de modo tal que el control bioldgico tiene sentido por si
mismo, independientemente de las desventajas que presenta el control quimico.
Por ejemplo, el uso de la cepa K-84 de Agrobacterium radiobacter para el
control bioldgico de la agalla de corona (Kerr, 1980) no reemplazé a ningiin
método quimico de control, si no que resulta la unica manera de controlar dicha
enfermedad a un costo econdmico razonable. Los avances en la manipulacion
genética de microorganismos también contribuyen a aumentar el interés por las
técnicas de control biolégico de enfermedades, dado que permitiran mejorar a
corto plazo los microorganismos usados como agentes de control bioldgico
(ACB).

El campo de aplicaciéon de las técnicas de control biolégico es muy
amplio y abarca enfermedades causadas por una gran variedad de patégenos y el
control de las mismas por una variedad igualmente grande de agentes
bioldgicos. El alcance de esta introduccidn estd limitado a enfermedades
causadas por hongos y bacterias y al control de las mismas por agentes del
mismo tipo.

Algunas practicas de control, tales como el cultivo en suelos supresivos

(Schroth & Hancock, 1982), la rotacion de cultivos (Cook & Baker, 1983) y la
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aplicacion de enmiendas organicas (Papavizas & Lumsden, 1980) se
fundamentan en el manejo de las comunidades naturales de microorganismos.
En muchos casos, éstas practicas han dado buenos resultados. Sin embargo, el
conocimiento existente al presente acerca de como usar dichas comunidades es
limitado, lo cual originé una tendencia a la introduccién de agentes de control
biolégico (Cook, 1993). En general, los agentes de control bioldgico
introducidos tienden a persistir poco tiempo en los ambientes en los que
naturalmente no estan presentes, lo cual hace que deban ser aplicados repetidas
veces. Lamentablemente este uso de los microorganismos hace que muchas
veces se los consideren pesticidas y por lo tanto deban cumplimentar los

mismos requisitos que estos ultimos para su registro (Cook, 1993).

L. 1. 2.- Mecanismos de accién de agentes de control biolégico.

Se han descrito cuatro mecanismos por los cuales un microorganismo
puede actuar como agente de control bioldgico: parasitismo, competencia por

nutrientes, antibiosis y proteccién cruzada.

I. 1. 2. 1.-Parasitismo.

Se describe como hiperparasitos a aquellos hongos capaces de parasitar a
otros hongos. Los mismos pueden atacar hifas, estructuras formadoras de
esporas o estructuras de resistencia de sus hospedantes. Algunos hiperparasitos
tales como Ampelomyces quisqualis (parasito de agentes causales de mildius) y
Darluca filum (parasito de agentes causales de royas) presentan un alto grado de
especializacion (Blakeman & Fokkema, 1982). Otros hongos, tales como
algunos del género Trichoderma, parasitan a una gran variedad de especies
fungicas, incluyendo patdgenos de plantas, mostrando de este modo un grado de
especializacion menor que el de las especies antedichas (Chet, 1987). Ademas
del parasitismo, estas especies de Trichoderma presentan también algunos de
los mecanismos antagonicos que se describen mas adelante, lo cual ha

contribuido a que sean muy estudiadas por su potencial como agentes de control
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bioldgico (Chet, 1987). Aunque Trichoderma es considerado un hongo de suelo,
también ha sido utilizado para el control biolégico de enfermedades del
filoplano (Dubos, 1984).

I. 1. 2. 2.-Competencia por nutrientes.

Tanto las raices como las hojas liberan exudados que pueden ser
aprovechados por la microflora presente sobre dichos 6rganos para crecer
(Andrews, 1992). Los exudados de raices contienen mayor cantidad de
nutrientes que los exudados de las partes aéreas (Curl & Truelove, 1986). Por
otra parte, en ambos ambientes se encuentra materia organica muerta del propio
hospedante y también nutrientes exdgenos que pueden ser consumidos por
microorganismos. Por lo tanto, los antagonistas capaces de competir con
patégenos por estos nutrientes pueden resultar agentes de control biolégico
interesantes.

Los patdgenos foliares necrotroficos no especializados, tales como los de
los géneros Alternaria, Phoma y Botrytis tienden a crecer saprofiticamente en el
filoplano antes de la penetracion del hospedante y para ello utilizan nutrientes
exogenos presentes en particulas de tierra, en el agua de lluvia, etc (Andrews,
1992). Dichos nutrientes son consumidos durante la germinacién de esporas, el
crecimiento de micelio y la formacidn de apresorios. Ademas de los nutrientes
exogenos, aquellos provenientes de los exudados de la planta, los que son
lavados de las mismas por las precipitaciones y los que estan presenes en el
tejido senescente pueden contribuir al crecimiento de patdégenos necrotroficos.
En estos casos es factible que un organismo capaz de competir con el patégeno
por dichos nutrientes pueda ejercer efectos de control bioldégico (Andrews,
1992). Contrariamente a lo descrito para los patégenos necrétrofos, los
patogenos biotroficos tales como los causantes de royas y mildius tienen fases
epifiticas relativamente cortas y por lo tanto no dependen de la presencia de
nutrientes exdgenos para la penetracién. Por lo tanto, los antagonistas cuyos
mecanismos de accion se basan unicamente en la competencia por nutrientes no
son apropiados para controlar a este tipo de patdgenos. En estos casos, la

estrategia mas apropiada es intentar usar agentes de control bioldgico
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productores de antibiéticos (Rytter, 1989) y en los casos en que un cierto nivel
de incidencia de la enfermedad es aceptable se pueden usar hiperparasitos para
reducir la esporulacion del patdgeno una vez que la infeccion ya se establecio
(Sztejnberg et al., 1989).

Si bien en los parrafos precedentes se hace referencia principalmente a
patogenos del filoplano, las estrategias basadas en interferir con la fase
saprofitica del ciclo de vida de patdgenos pueden ser también aplicadas para el
control de enfermedades causadas por hongos del suelo tales como Rhizoctonia

solani (Papavizas & Lumsden, 1980).

L. 1. 2. 3.-Antibiosis.

Se considera a este mecanismo como una forma de antagonismo
mediada por metabolitos especificos o no especificos, de naturaleza quimica
muy diversa, capaces de interferir con el crecimiento u otras actividades
metabodlicas de microorganismos a concentraciones muy bajas. Muchos
microorganismos usados como agentes de control bioldgico producen
antibidticos cuando son cultivados in vitro, pero el rol de estos compuestos en el
control bioldgico ha sido demostrado claramente solo en algunos casos (Fravel,
1988). Uno de los ejemplos mas claros es el de la participacion de la fenazina en
el control del pietin del trigo mediado por Pseudomonas fluorescens. Esta
bacteria controla eficientemente a Gaeumannomyces graminis var tritici, agente
causal de la enfermedad. P. fluorescens produce fenazina, un antibidtico capaz
de inhibir el crecimiento G. graminis in vitro (Gurusiddaiah et al., 1986).
Tomashow et al. (1986) obtuvieron mutantes de P. fluorescens no productoras
del antibiético. Estas mutantes resultaron incapaces de inhibir el crecimiento de
G. graminis in vitro y ademas fueron menos eficientes que las cepas salvajes en
cuanto a su capacidad de controlar el pietin en ensayos en invernadero. La
complementacion de las mutantes con ADN de una biblioteca de cepas salvajes
resultd en la recuperacion de la capacidad de produccion de fenazina y también
de la eficacia como agentes de control del pietin. De esta manera quedo
demostrada la importancia del fenémeno de antibiosis en este caso particular.

De todas maneras, la antibiosis no es el unico mecanismo antagénico que opera
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en este caso, ya que las mutantes no productoras de antibidtico no pierden
totalmente la capacidad de control bioldgico.

El ejemplo citado, asi como otros semejantes en los que se demostrd la
importancia de la antibiosis en el control biolégico de enfermedades (Gutterson
et al., 1986; Howell & Stipanovic, 1983), corresponden a patologias causadas
por hongos del suelo. Muchos hongos del filoplano estudiados como ACB
producen antibidticos in vitro (Blakeman & Fokkema, 1982), pero aun no se ha
demostrado claramente la participacién de dichos compuestos en el control de

enfermedades in planta.

1. 1. 2. 4.-Proteccion cruzada.

Desde hace mucho tiempo se sabe que en algunos casos la resistencia de
una planta a un patégeno determinado aumenta luego de la interaccidon con una
cepa avirulenta del patdgeno (Asher, 1978), con un microorganismo no
patdgeno estrechamente relacionado (Deacon, 1976) o bien con un patdgeno
diferente (Hunt et al., 1996). En estos casos no se produce una interaccion
directa entre ambos microorganismos, sino que uno de ellos estimula de alguna
forma los mecanismos de defensa de la planta, lo cual resulta en un aumento de
resistencia. La proteccion de plantas de trigo contra el pietin causado por G.
graminis es un ejemplo conocido desde hace bastante tiempo de este mecanismo
antagdnico. En este caso se lograron niveles significativos de control bioldgico
usando cepas avirulentas del patdgeno (Asher, 1978) asi como también el hongo
no patégeno Phialophora radicicola, estrechamente relacionado con G.
graminis (Gutteridge & Slope, 1978). Estos hongos protegen a gramineas y
cereales de la infeccion por parte del patégeno y este mecanismo de control
probablemente esté ampliamente difundido en las comunidades naturales
(Deacon, 1973). En estos casos de proteccién cruzada no se estudié en que
forma resultaban inducidos los mecanismos de defensa de la planta. Con el
correr del tiempo quedé claro que una respuesta comin de algunas plantas a la
infeccién con un patégeno capaz de provocar lesiones necroticas es la induccion
de resistencia sistémica contra ataques posteriores. La resistencia inducida

resulta en la inmunizacion de tejidos no infectados contra el patdgeno inductor y
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también contra un amplio espectro de patdgenos durante un tiempo prolongado
(Hunt, 1996). Dicha forma de resistencia inducida es conocida como resistencia
sistémica adquirida o SAR (del inglés ‘Systemic Acquired Resistance’). Las
rizobacterias conocidas como PGPRs (del inglés ‘Plant Growth Promoting
Rhizobacteria’) son capaces de inducir resistencia sistémica en varias especies
vegetales, tales como el pepino (Wei et al., 1991), el poroto (Alstrom, 1991), el
tabaco (Maurhofer et al., 1994), el clavel (Van Peer et al., 1991) y Arabidopsis
thaliana (Van Wees et al., 1997). Para diferenciarla de la resistencia inducida
por patdgenos, se denomina resistencia sistémica inducida o ISR (del inglés
Induced Systemic Resistance) a aquella inducida por PGPRs (Kloepper et al.,
1992). Ademas, los eventos moleculares y bioquimicos que ocurren en la planta
después de la induccion de resistencia sistémica por PGPRs son diferentes de
los que ocurren luego de la induccién por patégenos que causan lesiones
necroticas (Van Wees et al, 1997). La posibilidad de usar PGPRs como agentes
de control bioldgico ha sido intensamente estudiada en los ultimos afios,
habiéndose obtenido resultados promisorios en el control de enfermedades del

pepino de origen bacteriano, fungico y viral (Wei et al., 1991; Liu et al., 1995).

I. 1. 3.- Estrategias de control biolégico.

Existen tres estrategias principales para el control biolégico de
enfermedades de plantas (Cook, 1993), las cuales consisten respectivamente en:
a.- regular la poblacion del patégeno en el ambiente, manteniéndola por debajo
del umbral de dafio econémico.

b.- impedir que el patégeno infecte la planta.
c.- limitar el desarrollo de la enfermedad y la formacidon de nuevos propagulos
del patégeno después de la infeccion.

La primera de las estrategias consiste en introducir un antagonista en el
habitat del patogeno, o aumentar de algin modo la poblacion de antagonistas
preexistentes, con el objetivo de destruir los propagulos del patdgeno y /o evitar
su formacién. El control biolégico de Sclerotinia minor mediado por
Sporidesmium sclerotivorum es un ejemplo claro de este tipo de estrategia

(Adams, 1990). La segunda estrategia, consiste en aplicar un antagonista capaz
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de interferir con el proceso de infeccion antes del momento en que el patégeno
llegue a estar en contacto con la planta (Kommendahl & Windels, 1981). Varios
de los agentes de control biolégico registrados en diversos paises del mundo
(Fokkema, 1996) fueron seleccionados sobre la base de esta estrategia, siendo la
que ha dado mejores resultados hasta el presente. La tercera estrategia consiste
en la aplicacién de antagonistas sobre plantas en las cuales la infeccién ya se ha
establecido. Si el antagonista limita el crecimiento y /o la esporulacién del
patogeno puede contribuir a reducir la virulencia de la enfermedad y la
persistencia del patdgeno en el ambiente. El uso del hiperparasito Ampelomyces
quisqualis para el control de diversos mildius es un ejemplo de este tipo de

estrategia (Sztejnberg et al., 1989).

L 1. 3. 1.- Estrategias de control biolégico de enfermedades provocadas por
Sclerotinia sclerotiorum.

En esta seccion se resumen las distintas estrategias de control bioldgico
de enfermedades provocadas por S. sclerotiorum que han sido estudiadas por
otros autores. Las mismas se clasificaron en cinco grupos de acuerdo a la parte
del ciclo de vida del patogeno que se ve afectada por los agentes de control

bioldgico (Zhou & Boland, 1998).

I. 1. 3. 1. 1- Reduccién de la cantidad de indoculo inicial.

Esta es la estrategia que ha sido mas estudiada y su objeto es disminuir
la viabilidad de los esclerocios de manera de reducir la cantidad de indculo
inicial. A partir de esclerocios, muestras de suelo y otros ambientes, varios
autores han aislado distintos microorganismos y han evaluado su capacidad de
parasitar esclerocios de S. sclerotiorum. Algunos de ellos han mostrado una
gran eficacia en reducir el nimero de esclerocios viables tanto en condiciones
controladas como en el campo. El micoparasito Coniothyrium minitans es un
hongo muy ubicuo en el suelo y puede penetrar hifas y esclerocios por presion

fisica y digestion enzimatica (Huang & Kokko, 1987; Tu, 1984). Dentro del
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esclerocio parasitado, las hifas de C. minitans crecen inter e intracelularmente,
causando la destruccion de tejidos. En experimentos realizados en invernadero,
la incorporacion de este hongo al suelo resultd en una disminucion significativa
de la cantidad de esclerocios viables y los niveles de dafio provocados por S.
sclerotiorum en plantas de lechuga (Mc Quilken & Whipps, 1995). Algunas
especies del género Trichoderma también han sido usadas para disminuir el
numero de esclerocios viables en el suelo. El potencial de estos hongos como
agentes de control bioldgico es muy amplio y esta siendo actualmente estudiado
en muchos patosistemas (Zhou & Boland, 1998). En suelos inoculados con un
aislamiento de T. koningii a razén de 10 ® conidios g', el 100 % de los
eslerocios de S. sclerotiorum resultaron parasitados y perdieron su viabilidad al
cabo de 60 dias en condiciones de campo (Dos Santos & Dhingra, 1982). Las
bacterias que han sido estudiadas por su potencial para reducir la cantidad de
esclerocios viables en el suelo incluyen a especies de los géneros Pseudomonas
(Mc Loughlin et al., 1992; Expert & Digat, 1995) Bacillus y Acinetobacter
(Odejijono & Dragar, 1993). Algunos insectos del suelo también pueden
parasitar esclerocios y disminuir su viabilidad (Anas & Reeleder, 1988) o bien
actuar como vectores de micoparasitos (Whipps & Budge, 1993).

Aunque varios micoparasitos disminuyen significativamente la cantidad
de esclerocios viables presentes en el suelo, muchas veces ésto no se
correlaciona con un nivel efectivo de control de la enfermedad, probablmente
debido a que la cantidad de indculo remanente es suficiente para iniciar una
epidemia (Zhou & Boland, 1998). Al respecto, seria util contar con mayor
informacion acerca de las cantidades minimas de indculo de S. sclerotiorum

capaces de desencadenar epidemias.

I. 1. 3. 1. 2.- Reducciéon de la diseminacion secundaria de inéculo.

Los esclerocios que se forman sobre un hospedante durante una
epidemia contribuyen a aumentar la cantidad de inéculo que puede originar
epidemias en temporadas siguientes. Algunos investigadores han estudiado la
posibilidad de aplicar micoparasitos sobre plantas maduras de manera de reducir

el nimero de esclerocios viables formados sobre y dentro de los tejidos
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enfermos. Coniothyrium minitans parasit6 los esclerocios formados dentro de
raices y tallos de plantas de girasol, reduciendo su viabilidad (Huang & Hoes,
1976). En poroto, la aplicacion de C. minitans en hojas resultd en una
disminucién de la cantidad y viabilidad de los esclerocios formados después de
la infeccion pero no atenué los sintomas de podredumbre blanca (Trutmann et
al., 1982).

La estrategia de aplicar suspensiones de esporas de agentes de control
biolégico en el filoplano para disminuir la cantidad de esclerocios viables en
ciclos siguientes parece ser mas apropiada para el control de enfermedades
provocadas por especies del género Sclerotinia en las que no estén involucradas
las ascosporas. Esta estrategia ha resultado exitosa para el manejo de la
podredumbre de la lechuga provocada por Sclerotinia minor. La aplicacion del
micoparasito Sporidesmium sclerotivorum sobre plantas de lechuga enfermas
redujo la incidencia de la enfermedad en cinco ciclos consecutivos de cultivo

(Adams & Fravel, 1990).

I. 1. 3. 1. 3.- Bloqueo de la infeccién en la rizosfera.

La proteccion de los tejidos de la raiz y la base del tallo ha sido evaluada
como estrategia para prevenir el desarrollo de enfermedades provocadas por S.
sclerotiorum en dichas partes de la planta. El tratamiento de semillas de girasol
con cepas de Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens protegié a las
plantas jovenes de la podredumbre provocada por S. sclerotiorum (Expert &
Digat, 1995), aunque el mecanismo de control que oper6 en este caso no esta
claro. Es probable que estrategias semejantes puedan ser aplicadas para el
control de la podredumbre de la lechuga causada por S. minor (Zhou & Boland,
1998).

L. 1. 3. 1. 4.- Bloqueo de la infeccién en el filoplano.

En varios hospedantes, la colonizacién de hojas y flores senescentes es

un paso importante durante la infeccion por S. sclerotiorum. Por lo tanto,
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algunos intentos de control bioldgico se han basado en bloquear esta etapa del
proceso de infeccion. Inglis & Boland (1990) demostraron que la microflora
naturalmente presente en los pétalos de flores de poroto puede impedir el
desarrollo de podredumbre causada por S. sclerotiorum. A partir de entonces, se
ha evaluado el potencial de numerosos microorganismos del filoplano para
competir con S. sclerotiorum por la colonizacion de los sitios de infeccion.

Tal como se describe mas adelante, el uso de Epicoccum purpurascens
ha mostrado resultados promisorios para el control de enfermedades causadas
por S. sclerotiorum en poroto (Zhou & Reeleder, 1989) y lechuga (Mercier &
Reeleder, 1987), aunque el mecanismo de accioén involucrado no ha sido
elucidado. Algunos hongos aislados de flores de colza, tales como Alternaria
alternata y Cladosporium cladosporoides, fueron evaluados como agentes de
control biolégico de la podredumbre blanca de porotos. Los mismos redujeron
notablemente el desarrollo de sintomas en condiciones de invernadero (Mercier
& Reeleder, 1987), pero en experimentos de campo los resultados fueron mas
variables (Inglis & Boland, 1992).

Algunas bacterias también han sido evaluadas como agentes de control
bioldgico de enfermedades producidas por S. sclerotiorum en el filoplano. La
aplicacion de Erwinia herbicola sobre pétalos de flores de poroto redujo la
colonizacién por parte de S. sclerotiorum, aunque disminuyo la incidencia de la
enfermedad en solo uno de los tres ensayos de campo realizados (Yuen ef al.,
1991). La eficacia de las bacterias como agentes de control bioldgico en el
filoplano es afectada por los factores ambientales en mayor grado que la de los
hongos filamentosos (Zhou & Boland, 1998). Supervivencia y colonizacion
epifitica insuficientes son dos causas comunes de inefectividad de los
antagonistas bacterianos, particularmente en condiciones de campo bajo

presiones de indculo de S. sclerotiorum moderadas o altas (Yuen et al., 1991).

I. 1. 3. 1. 5.- Reduccién de la virulencia.

El término hipovirulencia hace referencia a la baja virulencia de algunos

aislamientos dentro de una poblacién de patdgenos. En algunos hongos tales

como Cryphonectria parasitica, causante de la cancrosis del castafio, la
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hipovirulencia esta asociada con la presencia de acidos ribonucleicos de doble
cadena (‘dsRNAs’, del inglés ‘double-stranded RNAs’) en las células del hongo
(Choi & Nuss, 1992). La presencia de tales acidos nucleicos se debe a la
infeccién del hongo por virus, algunos de los cuales han sido clasificados dentro
de la familia Hypoviridae (Zhou & Boland, 1998). El potencial de usar
aislamientos hipovirulentos de hongos patégenos como agentes de control
bioldgico reside en la posibilidad de transmitir la hipovirulencia desde estos
aislamientos a los aislamientos virulentos. De este modo se esperaria reducir la
virulencia promedio de la enfermedad. Se han encontrado aislamientos
hipovirulentos de S. sclerotiorum sobre apio, uno de los cuales resultdo ser
portador de ‘ds RNAs’ (Boland, 1992). Los ‘ds RNAs’ fueron transferidos a
cepas virulentas por anastomosis de hifas, luego de lo cual éstas se volvieron
hipovirulentas. Aunque se han encontrado otros aislamientos de este patdgeno
portadores de ‘ds RNAs’, los mismos no han resultado hipovirulentos. Por lo
tanto, la asociacion entre la presencia de ‘ds RNAs’ y el fenotipo hipovirulento
parece no ser un fendmeno general, sino especifico para determinados tipos de
‘ds RNAs’. A pesar del descubrimiento de un aislamiento hipovirulento de S.
sclerotiorum capaz de transmitir dicho fenotipo a aislamientos virulentos, la
diversidad de grupos de compatibilidad vegetativa (Ford et al., 1995) y micelial
(Kohli er al., 1992) de esta especie complica el intento de usar dicho aislamiento

como agente de control bioldgico (ACB).

I. 2.- Epicoccum purpurascens.

L. 2. 1.- Ubicacién taxonémica, distribucién geografica y caracteristicas
ecoldgicas.

Este hongo pertenece a la Division Eumicota, Subdivision
Deuteromicotina. El mismo ha sido aislado a partir de ambientes y lugares muy
diversos. Se lo considera un saprétrofo y es comuin encontrarlo en tejidos
senescentes de plantas, pero también ha sido aislado a partir de la superficie de

tejidos jovenes (Dickinson, 1967). Aunque puede colonizar la superficie de las
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hojas al comienzo de la estacion de crecimiento, el micelio penetra los tejidos de
la hoja solamente una vez que comienza la senescencia de las mismas (Pugh &
Buckley, 1971). Resulta de especial interés para este trabajo de tesis, el hecho
de que se ha reportado la presencia de E. purpurascens en capitulos de girasol
(Rodriguez et al., 2000). En dicho trabajo se demostr6 que variedades
susceptibles y tolerantes a la podredumbre del capitulo difieren en el tipo y la
frecuencia de hongos saprofitos presentes en su antosfera.

Algunos saprofitos de hojas aceleran el proceso de senescencia y
reducen la productividad de sus hospedantes (Fokkema, 1981; Smedegaard-
Petersen & Tolstrup, 1986), pero efectos de este tipo no han sido reportados en
el caso de E. purpurascens (Jachmann & Fehrmann, 1989). Es frecuente
encontrar conidios de este hongo en el aire y ademas ha sido aislado a partir de
muestras de suelo, especialmente en zonas boscosas y a partir de raices de

numerosas especies vegetales.

L. 2. 2.- E. purpuracens como agente de control biolégico de enfermedades
de plantas.

Varias caracteristicas de este hongo lo hacen un candidato interesante a
ser estudiado como ACB de enfermedades de plantas. Su presencia frecuente en
el filoplano y su capacidad de consumir tejido vegetal senescente sin afectar el
desarrollo normal de la planta son dos de ellas. Ademas, se ha reportado la
produccion de compuestos antifungicos por parte de este hongo (Brown er al.,
1987; Burge et al., 1976, Madrigal ef al., 1991), aunque el efecto de los mismos
sobre el crecimiento de patégenos in vivo ha sido poco estudiado (Madrigal, et
al., 1991; Zhou et al., 1991). Varios autores han evaluado el potencial de este
hongo como ACB de enfermedades de plantas causadas por hongos en diversas
especies vegetales (Tabla 1). Todas estas experiencias tuvieron resultados
interesantes, lograndose un cierto nivel de control de las enfermedades
estudiadas en cada caso. En los trabajos relativos al control de enfermedades
causadas por S. sclerotiorum en lechuga y poroto, la aplicacion de conidios de
E. purpurascens redujo significativamente la incidencia de las mismas. Vale la

pena destacar que las etapas tempranas de la infeccién de estos hospedantes son
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semejantes a las que ocurren durante la infeccion de los capitulos de girasol,

dado que las ascosporas invaden tejido senescente antes de atacar el tejido vivo.

Tabla 1.- Epicoccum purpurascens como agente de control biolégico de
enfermedades de plantas

Enfermedad Agente causal Hospedante Referencia
Hannusch &
Podredumbre Botrviis cinerea Poroto Boland, 1996;
gris ¢ Szandala &
Backhouse, 2001
Cancrosis Cytospora cincta Duraznero 11{;)7)'85 e & Ries,
Podredumbre A Madrigal et al.,
morena del Monilinia laxa Duraznero
1994,
fruto
Monilinia fructigena
Podredumbre Penicillium Manzano Falconi &
post-cosecha expansum Mendgen, 1994.
Botrytis cinerea
Podredumbre Sclerotinia Lechuga Mercier &
blanca sclerotiorum g Reeleder, 1987.
Zhou et al., 1991;
Podredumbre Sclerotinia Poroto Zhou & Reeleder,
blanca sclerotiorum 1989;. Boland &
Inglis, 1989.
Podredumbre Momllt.m.a Iaxa'y Cerezo Wittig et al., 1997.
morena Monilinia fruticola
Cancrosis . . . Chand & Logan,
del tallo Rhizoctonia solani  Papa 1984,
Sama Venturia inaequalis Manzano Fiss et al., 2000,

Philion et al., 1997
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OBJETIVOS

Obtencion de aislamientos de Epicoccum purpurascens.

e Estudio de la interacciéon de los mismos con un aislamiento de

S. sclerotiorum in vitro.

e Determinacion del tipo de interacciones que ocurren entre ambos hongos

in vitro.

e Selecciéon del aislamiento de E. purpurascens capaz de inhibir el

crecimiento de micelio de S. sclerotiorum in vitro en forma mas notable.

e Evaluacion de su potencial para el control de la podredumbre de capitulos

de girasol.
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MATERIALES Y METODOS

MM. 1.- Aislamiento de S. sclerotiorum.

El aislamiento usado para todos los experimentos realizados in vitro se
obtuvo a partir de esclerocios formados sobre capitulos de plantas de girasol con
podredumbre blanda, resultantes de una infeccion natural en un campo de la
zona de Chascomus, Provincia de Buenos Aires. Los esclerocios fueron
desinfectados superficialmente con lavandina (2 % de cloro activo), se
enjuagaron 2 veces con agua destilada estéril y luego se colocaron en placas de
APG, las cuales se incubaron a 20 °C durante una semana. Las colonias
obtenidas se repicaron a APG y luego se conservaron a 4 °C por lapsos de 3
meses. Los esclerocios originales fueron conservados en un desecador a
temperatura ambiente. Uno de los aislamientos obtenidos de esta manera fue
depositado en la coleccion de hongos del IIB-INTECh (IFCC # 458/02).

MM. 2.- Cultivo in vitro de S. sclerotiorum.

MM. 2. 1.- Obtencion de esclerocios.

Placas de Petri conteniendo APG fueron inoculadas con discos de
micelio del hongo y se incubaron a 20 °C. Al cabo de 20 a 30 dias se cosecharon

los esclerocios formados.

MM. 2. 2.- Obtencién de ascosporas.

Se incubaron esclerocios a 4 °C durante 40 dias, luego de lo cual se
colocaron en placas de Petri conteniendo arena estéril humeda. Las placas se
incubaron a 18 °C bajo luz fluorescente blanca (continua) hasta que se
desarrollaron apotecios (30 a 40 dias). Las ascosporas descargadas por los

apotecios quedaron adheridas a la superficie interna de las tapas de las placas de
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Petri y se conservaron a -20 °C hasta el momento de ser usadas. Las ascosporas

conservadas de esta forma se mantuvieron viables durante al menos 8 meses.

MM. 2. 3.- Germinacién de ascosporas.

Las ascosporas colectadas tal como se describid en la seccion anterior se
resuspendieron en agua destilada estéril, se agitaron en vortex y se centrifugaron
durante 10 minutos a 10.000 x g. El pellet de esporas se resuspendié en buffer
fosfato 25 mM pH 5 y se determind la concentracion de las mismas en una
camara de Neubauer. Luego se ajusté la concentracién a 1,5 x 10* ascosporas
ml” con el mismo buffer. Alicuotas de 20 pl de la suspension fueron colocadas
en placas ‘multiwell’ (Falcon 3912, Becton Dickinson Labware, Oxnard, CA,
USA) y el volumen se ajustd a 40 pl. Las placas fueron selladas con Parafilm®
y se incubaron a 22 °C. Después de 16 h se detuvo la germinacion agregando 5
pl de formaldehido y se determind el porcentaje de esporas germinadas al
microscopio Optico. Cada ascospora se considerd germinada si el largo del tubo
germinativo fue al menos dos veces mayor que el didmetro mayor de la misma.
Cuando fue necesario, el largo del tubo germinativo se determiné usando un

ocular micrométrico.

MM. 3.- Aislamiento de cepas de E. purpurascens.

Los aislamientos se obtuvieron en marzo del afio 1996, en un campo
sembrado con girasol, en la vecindad del campo del IIB-INTECh. Para ello,
placas de Petri de 9 cm de diametro conteniendo APG fueron abiertas y
expuestas al aire a un metro sobre el nivel del suelo durante 2 a 5 minutos. Las
placas se incubaron a 22 °C en oscuridad durante 24 a 72 horas. Las colonias de
aspecto semejante al descrito para Epicoccum purpurascens (Schol-Schwarz,
1959; Kilpatrick & Chilvers, 1981) se repicaron hasta obtener cultivos puros. La
identidad de los aislamientos se confirmd en base a las caracteristicas de las

colonias, los esporodoquios y los conidios.



MM. 4.- Cultivo in vitro de E. purpurascens.

MM. 4. 1- Determinacion de las condiciones de cultivo éptimas para la
esporulacién.

Se evalud el efecto de la luz y la temperatura de incubacion sobre la
formacion de esporas in vitro. Los ensayos se llevaron a cabo en placas de Petri
de 9 cm de diametro con medio APG. Las placas se inocularon con discos de
micelio de 5 mm de diametro del aislamiento IFCC 48/99 y se incubaron en las
condiciones descritas en la tabla 2. El tiempo total de incubacién fue de 10 dias,
luego de lo cual se estimé el porcentaje de la superficie de la colonia cubierta
por esporodoquios. Para las incubaciones con luz se usaron 3 tubos
fluorescentes de luz dia de 30 W separados entre si por S cm y las placas fueron
ubicadas a 25 cm por debajo de los mismos. Los tratamientos se llevaron a cabo

por cuadruplicado.

Tabla 2.- Condiciones de incubacion de E. purpurascens.

Tratamiento Temperatura de incubacion Condiciones de iluminacién
A 22°C Oscuridad permanente

B 22°Cx48h,10°Cx24h, Oscuridad permanente
retorno a 22 °C

C 22°C Oscuridad x 48 h,
luzx4h,
retorno a oscuridad

D 22°C Ciclos alternantes de luz y
oscuridad

(16 1/ 8 h).
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MM. 4. 2- Obtencion de conidios.

El hongo fue cultivado en placas de APG a 20 °C bajo luz fluorescente
blanca (16 horas de luz/ 8h oscuridad) durante 20 a 25 dias. Se agregaron 5 ml
de agua destilada estéril sobre cada colonia y se raspd la superficie de las
mismas con una espatula estéril. De esta manera se obtuvo una suspension de
conidios. Los restos de micelio presentes en la misma fueron eliminados por
filtracion a través de 2 capas de gasa estéril. Los conidios fueron lavados dos
veces por centrifugacion (1.000 x g, 10 min). En caso de no ser usados
inmediatamente después de su obtencion, los conidios fueron secados bajo vacio
durante 2 minutos y posteriormente conservados en un desecador a temperatura

ambiente durante lapsos de tiempo inferiores a 30 dias.

MM. 5.- Ensayos de antagonismo in vitro.

MM. 5. 1.- Interaccién de colonias en placas de Petri.

Quince aislamientos de E. purpurascens obtenidos de acuerdo a lo
descrito en la seccion MM.3 fueron comparados entre si con el objeto de
seleccionar aquellos con mayor capacidad de inhibicién del crecimiento de
micelio de S. sclerotiorum in vitro. Discos de micelio (5 mm de diametro) de
cada aislamiento de E. purpurascens fueron ubicados a 2 cm del centro de una
placa de Petri de 9,5 cm conteniendo APG. Cuarenta y ocho horas después se
sembraron discos de micelio de S. sclerotiorum a 2 cm del centro de la placa en
la direccion opuesta a E. purpurascens. Las placas se incubaron a 22 °C durante
48 a 96 horas. Al cabo de ese tiempo, se determiné el grado de inhibicion del
crecimiento de micelio de S. sclerotiorum. Se hicieron 3 repeticiones para cada
aislamiento y el ensayo se realizé por duplicado. En estos ensayos, la cantidad
de medio de cultivo usada fue pequefia, de manera que se obtuvo una fina capa
del mismo que permitio la observacion de la zona de interaccion entre colonias

al microscopio invertido.
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MM. 5. 2.- Interaccién de tubos germinativos derivados de esporas.

Se preparé una suspension de ascosporas (1,5 x 10* ascosporas ml™') en
buffer fosfato 25 mM pH 5 con 5 % de glucosa. Alicuotas de 20 pl de esa
suspension fueron colocadas en placas ‘multiwell’ y luego mezcladas con
diferentes volumenes de una suspension de conidios de E. purpurascens (8 x
10* conidios ml™) en el mismo buffer, de forma tal que la concentracién final de
conidios vari6 desde 0 a 40 x 10° conidios m!™ en un volumen total de 40 pl.
Las placas se incubaron a 22 °C durante 16 h y la germinacion de esporas se
detuvo agregando 5 pul de formaldehido. Se determind el porcentaje de
germinacion de esporas y el crecimiento del tubo germinativo por observacion
al microscopio. El largo de los tubos germinativos se midid con un ocular
micrométrico. Se contaron mas de 120 ascosporas y 30 tubos germinativos. Las
ascosporas se consideraron germinadas cuando desarrollaron tubos germinativos
al menos dos veces mas largos que el diametro mayor de la ascospora. Se usé un
disefio al azar con cuatro repeticiones. También se determiné el porcentaje de
germinacion y el crecimiento del tubo germinativo de los conidios de E.
purpurascens. Dada la naturaleza multicelular de estos ultimos, se los considero
germinados cuando desarrollaron al menos un tubo germinativo dos veces mas
largo que el diametro de la espora. El experimento entero fue llevado a cabo
cuatro veces.

Se realizaron experimentos semejantes en los que la germinacion no se
detuvo agregando formaldehido, sino por centrifugacién a 1.000 x g durante 10
minutos. Se conservo el sobrenadante de cada uno de los pocillos y se usé para
evaluar la presencia de compuestos antifingicos en el mismo, en forma
semejante a lo descrito mas adelante para la evaluacion del efecto de una

fraccion rica en compuestos antifungicos (capitulo II, seccion MM.2).
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MM. 6.- Cultivo de plantas de girasol.

MM. 6. 1.- Material vegetal.

El hibrido G-100 de Dekalb, altamente susceptible a la podredumbre del

capitulo (Pereyra et al., 1991) fue usado para todos los experimentos.

MM. 6. 2.- Ensayos en invernadero.

Se sembraron semillas en macetas plasticas de 20 litros conteniendo una
mezcla de tierra y perlita (5:1). Las macetas se mantuvieron en un invernaculo a
22 £ 5 °C, bajo luz natural y con un suplemento de luz de sodio (14/24 horas) a

lo largo de todo el ciclo de vida de la planta.

MM. 6. 3.- Ensayos a campo.

Se llevaron a cabo dos ensayos de campo en el Centro de
Investigaciones Biotecnologicas de ADVANTA SEEDS (ex ZENECA Agricola
S.A.) situado en la localidad de Balcarce, provincia de Buenos Aires. Los
mismos se realizaron en época de verano (diciembre a marzo). Las semillas se
sembraron en parcelas de 6 m de largo por 4 filas de ancho. Las filas estuvieron

separadas 70 cm entre si y la distancia entre plantas fue de 30 cm.

MM. 7.- Determinacién del potencial de E. purpurascens para el control de
la podredumbre de capitulos de girasol causada por S. sclerotiorum.

MM. 7. 1.- Ensayos en invernadero.
MM. 7. 1. 1.- Experimento 1.
Para este ensayo se usaron plantas cultivadas en invernadero tal como se

describi6 en la seccion MM.6.2. Las ascosporas usadas para éste y todos los

ensayos de control bioldgico realizados fueron obtenidas a partir de esclerocios
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recolectados de plantas de girasol enfermas en la estacion experimental del
centro de investigacion de ADVANTA SEEDS (Balcarce). A partir del inicio de
la floraciéon (aproximadamente 55 dias después de la siembra), el estado
fenoldgico de los capitulos fue determinado diariamente y cada uno de ellos fue
tratado cuando 3 a 6 hileras de flores entraron en antesis. La aplicacién de los
tratamientos se realiz6 por aspersion con un pulverizador manual (3 a 4 ml por
capitulo). Para ello se prepard una suspension de conidios de E. purpurascens (4
x 10° conidios ml') y se aplicé sobre los capitulos de dos grupos de plantas.
Veinticuatro horas después de la aplicacion de conidios, uno de los grupos de
plantas (Tratamiento 1) fue inoculado con una suspension de ascosporas de S.
sclerotiorum en Tween 20 al 0,01 % en agua (3 x 108 ascosporas ml™). El otro
grupo de plantas fue entonces tratado con Tween 20 al 0,01 % y se usé para
determinar si la colonizacion de capitulos por E. purpurascens presenta algin
efecto negativo (Tratamiento 3). Un grupo de plantas control fue tratado con
Tween 20 al 0,01 % e inoculado con ascosporas 24 horas mas tarde, como
control de enfermedad (Tratamiento 2). En todos los casos, los capitulos se
cubrieron con bolsas de plastico durante 6 dias y se hicieron observaciones
sobre el progreso de la enfermedad a diferentes tiempos después de la
inoculacion con S. sclerotiorum. Se determind el nimero de plantas con
sintomas y se definid la incidencia de podredumbre himeda del capitulo como
el porcentaje de plantas con sintomas. Los datos de incidencia fueron analizados
usando un modelo lineal generalizado para una respuesta binomial y una
funcion de ligamiento logistico. Por otra parte, para cada capitulo se determiné
el porcentaje de ligulas, bracteas y la superficie del receptaculo con sintomas de
podredumbre. La severidad de la podredumbre del capitulo se definié como el
porcentaje promedio de tejido dafiado. Para dicho célculo, solamente se tuvieron
en cuenta los capitulos con sintomas. Se hizo una transformacién angular de los
datos de severidad y luego se los sometié a un analisis de varianza. Se hicieron
contrastes para comparar la incidencia y la severidad de la podredumbre en las
plantas sometidas a los distintos tratamientos. Se usé un disefio en bloques al

azar con 20 plantas por tratamiento y 5 bloques.
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MM. 7. 1. 2.- Experimento 2.

Se compar¢ la eficacia de aplicaciones simples y dobles de conidios de
E. purpurascens como tratamientos preventivos de la podredumbre humeda de
capitulos. La aplicacion simple de conidios (Tratamiento 1) se realizé como en
el experimento descrito en el parrafo anterior. La aplicacion doble de conidios
(Tratamiento 3) consistié en una aplicacion inicial semejante a la descrita en el
experimento 1, seguida de otra aplicacion 24 horas mas tarde. Las plantas
correspondientes al tratamiento 3 fueron inoculadas con ascosporas 48 horas
después de la primera aplicacion de conidios, cuando 7 a 10 hileras de flores
habian entrado en antesis. Dado que algunos autores sostienen que la
susceptibilidad del girasol a la podredumbre del capitulo disminuye durante la
maduracion (Pierre & Regnault, com. pers.), se realizd un control de
enfermedad diferente para cada uno de los tratamientos anteriores. Para ello se
usaron dos grupos de plantas, en los cuales las aplicaciones de conidios previas
a la inoculacién con ascosporas fueron reemplazadas por aplicaciones simples
(Tratamiento 2) y dobles (Tratamiento 4) de Tween 20 al 0,01 %. Del mimo
modo, se usaron dos grupos de plantas como controles para evaluar si la
aplicacion de E. purpurascens ejerce algun efecto negativo sobre el desarrollo
de los capitulos. En este caso, las plantas fueron tratadas con conidios como se
describié en los tratamientos anteriores, pero no fueron inoculadas con
ascosporas (Tratamientos 5 y 6). Finalmente, dos grupos de plantas fueron
usados para estimar la productividad de plantas que no se encontraron expuestas
al patégeno ni a E. purpurascens. Dichos grupos fueron tratados dos
(Tratamiento 7) o tres veces (Tratamiento 8) con Tween 20 al 0,01 %, a
intervalos de 24 horas. La incidencia de la podredumbre se analiz6 tal como se
describi6 para el experimento 1. Los capitulos de las plantas sometidas a los
distintos tratamientos fueron cosechados cuando llegaron a madurez
(aproximadamente 35 dias después del inicio de la floracién) y se determino el
numero total de semillas, el peso de 100 semillas y el porcentaje de semillas
llenas correspondiente a cada capitulo. Los porcentajes de semillas llenas
(previa transformacion angular) y el peso de 100 semillas fueron sometidos a un
analisis de la varianza. Se usé un disefio en bloques al azar, con 15 plantas por

tratamiento y 3 bloques.
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MM. 7. 2.- Ensayos a campo.

Para estos ensayos se usaron plantas cultivadas tal como se describid en
la seccion MM.6.3. Los tratamientos se iniciaron cuando 3 a 12 hileras de flores
entraron en antesis (aproximadamente 66 dias después de la siembra). Se
realizaron 4 tratamientos. El tratamiento 1 consistié en la aplicacion de conidios
de E. purpurascens y la inoculacién con ascosporas de S. sclerotiorum 24 horas
mas tarde. El tratamiento 2 consistio en la aplicacion de Tween 20 al 0,01 % y
la inoculacidén con ascosporas de S. sclerotiorum 24 horas mas tarde. El
tratamiento 3 consistié en la aplicacion de conidios de E. purpurascens y Tween
20 al 0,01 % 24 horas mas tarde. El tratamiento 4 consistié en dos aplicaciones
de Tween 20 al 0,01 % separadas por un intervalo de 24 horas. Los tratamientos
se aplicaron en forma semejante a lo descrito para los ensayos de invernadero.
Se uso6 un disefio al azar con 20 repeticiones (plantas). Las observaciones se
realizaron 35 dias después de la inoculacion con S. sclerotiorum. La incidencia
y la severidad de la podredumbre de capitulos fueron determinadas tal como se
describid en los ensayos de invernadero. Se hicieron analisis de dos vias para
evaluar la existencia de diferencias entre los tratamientos 1 y 2. Se usé el test
exacto de Fisher para el analisis de la incidencia y el test de Student para la
severidad. Los dos experimentos fueron realizados en diferentes parcelas y

fechas durante la misma estacion.
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RESULTADOS

R. 1.- Antagonismo entre E. purpurascens 'y S. sclerotiorum in vitro.

Se obtuvieron 15 aislamientos de E. purpurascens usando la
metodologia descrita en la seccion MM.3. Se evalu6 la existencia de
interacciones antagoénicas entre cada uno de dichos aislamientos y el aislamiento

IFCC 458/02 de S. sclerotiorum.

R. 1. 1.- Obtencién de conidios de E. purpurascens.

Para la realizacion de algunos de los ensayos descritos en las proximas
secciones fue necesario disponer de conidios de E. purpurascens. Tanto el
aislamiento seleccionado para llevar a cabo los ensayos de antagonismo y
control biologico (IFCC 48/99) como muchos otros de los obtenidos
inicialmente no formaron conidios cuando se los cultivé en oscuridad (Fig. 2a).
Por lo tanto, se evalué el efecto de distintas condiciones de incubacién (luz y
temperatura) sobre la formacion de conidios in vitro de dicho aislamiento. Un
cambio en la temperatura de cultivo, consistente en una incubacién a 10 °C
durante 24 h y el retorno a 22 °C (Tratamiento B) no favorecié la esporulacion.
Las colonias sometidas a este tratamiento no desarrollaron esporodoquios, pero
presentaron una pigmentacién diferente a la de los controles (Fig. 2b). La
aplicacién de un pulso luminoso de 4 h de duracién a colonias cultivadas en
oscuridad absoluta (Tratamiento C) resulté en la formacién de esporodoquios en
forma de anillos concéntricos (Fig. 2c). La cantidad de esporodoquios formados
fue baja, al igual que la velocidad de maduracién de los mismos. El cultivo en
condiciones alternantes de luz y oscuridad (Tratamiento D) también indujo la
formacion de anillos concéntricos de esporodoquios (Fig. 2d), los cuales
abarcaron entre el 40 y el 80 % de la superficie de las colonias. En este caso, al
cabo de 10 dias de incubaciéon se obtuvo una cantidad abundante de
esporodoquios que dieron origen a conidios maduros. Este ultimo tratamiento
fue elegido como procedimiento de rutina para la obtencidon de conidios de E.

purpurascens.
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Figura 2.- Efecto de distintas condiciones de incubacion sobre la
esporulacion de Epicoccum purpurascens.

a: 22 °C, oscuridad permanente.

b: 22 °C x 48 h, 10 °C x 24 h, retorno a 22 °C, oscuridad
permanente.

¢: 22 °C, oscuridad x 48 h, luz x 4 h, retorno a oscuridad.

d: 22 °C, ciclos alternantes de luz y oscuridad (16 b/ 8 h).

R. 1. 2. Interaccion de colonias en placas de Petri.

R. 1. 2. 1.-Observacién macroscépica.

En todos los casos, la velocidad de crecimiento de S. sclerotiorum fue
mayor que la de los distintos aislamientos de E. purpurascens, por lo cual el
primero siempre colonizé una mayor proporcion de la superficie total de las
placas, aun cuando las mismas hubieran sido inoculadas con E. purpurascens 24
horas antes. Los aislamientos de E. purpurascens difirieron en el tipo de
interaccion con S. sclerotiorum. En algunos casos (aislamientos 3, 7-10, 12-13)
se produjo contacto entre las hifas de ambos hongos (Tabla 3). Otros
aislamientos (1-2, 4-6, 11, 14-15) inhibieron el crecimiento de micelio de S.
sclerotiorum antes de que hubiera contacto entre las colonias. De este modo, al
cabo de 96 horas de iniciado el ensayo se produjo un halo de inhibicion del
crecimiento de micelio de S. sclerotiorum en la zona préxima a las colonias de

E. purpurascens (Fig. 3). El borde de las colonias de E. purpurascens presentd
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una pigmentacion intensa en la vecindad del halo de inhibicién (Fig. 3). Dicho
halo de inhibicién persistio a lo largo del tiempo y en algunas ocasiones, la zona
de inhibicién fue posteriormente colonizada en forma parcial por micelio de E.
purpurascens. En otras oportunidades, dicha zona nunca fue colonizada por
micelio de ninguno de los hongos. Los efectos inhibitorios mas notables fueron
provocados por el aislamiento 5, el cual fue elegido para llevar a cabo las
experiencias de control bioldgico que se escriben mas adelante. Dicho
aislamiento fue depositado en la coleccién de hongos del IIB-INTECh (IFCC),

con el numero 48/99.

Tabla 3.-Inhibicion del crecimiento de micelio de S. sclerotiorum por
E. purpurascens

Aislamiento Tamaiio del halo de inhibicién (mm)
| 1,9+0,4
2 2,3+0,5
3 0
4 2,1+£0,3
5 4,1+0,5
6 3,1+£0,2
7 0
8 0
9 0
10 0
11 2,5+0,5
12 0
13 0
14 2,8+0,4
15 1,9+0,2

Discos de micelio (5 mm) de cada aislamiento de E. purpurascens
fueron ubicados a 2 cm del centro de una placa de Petri de 9,5 cm de
didmetro conteniendo APG. Cuarenta y ocho horas después se
sembraron discos de micelio de S. sclerotiorum a 2 cm del centro de la
placa en la direccion opuesta a E. purpurascens. Las placas se incubaron
a 22 °C durante 48 a 96 horas. Al cabo de ese tiempo, se determind el
tamafio del halo de inhibicién del crecimiento de micelio de S.
sclerotiorum, considerado como la distancia entre los bordes de las
colonias de ambos hongos. Los resultados son los promedios de tres
repeticiones + DS.
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Figura 3.- Interaccion de colonias de E. purpurascens 'y

S. sclerotiorum in vitro. La colonia de E. purpurascens (abajo)
muestra una linea de pigmentacion intensa (P) en las vecindades del
halo de inhibicién (H) del crecimiento de micelio de S. sclerotiorum
(arriba).

R. 1. 2. 2.- Observacién microscépica.

En las partes de las colonias de S. sclerotiorum adyacentes a las del
aislamiento IFCC 48/99 de E. purpurascens, la morfologia de las hifas resultd
severamente alterada. En estadios tempranos de la interaccién, las mismas
presentaron una mayor segmentacién (Fig. 4b) que las hifas de una colonia
cultivada en ausencia de E. purpurascens (Fig. 4a). En estadios mas avanzados,
se formaron ramificaciones abundantes y ensanchamientos de las hifas, las
cuales ademas se tornaron densas y refringentes (Fig. 4c). En las zonas de las
colonias proximas a las de S. sclerotiorum, las hifas de E. purpurascens
presentaron un mayor grado de ramificacion (Fig. 4¢) que las hifas de colonias
cultivadas en ausencia de S. sclerotiorum (Fig. 4d). Ademas, en presencia de S.
sclerotiorum, las hifas de E. purpurascens presentaron una gran cantidad de
gotas de exudados (Fig. 4e).
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Figura 4.- Interaccion entre hifas de

E. purpurascens 'y S. sclerotiorum in vitro.
a: hifas de una colonia de S. sclerotiorum
cultivada en ausencia de E. purpurascens.
b: segmentacion (S) y ondulaciones en forma
de collar (O) de la pared celular de una hifa
de una colonia de S. sclerotiorum cultivada
en presencia de una colonia de

E. purpurascens.

¢: hifas de S. sclerotiorum mostrando
abundante ramificacién y deformacion,
cuando las colonias son cultivadas en
presencia de E. purpurascens.

d: hifas de una colonia de E. purpurascens
cultivada en ausencia de S. sclerotiorum

e: hifas de una colonia de E. purpurascens
mostrando gotas de exudados (E), cuando
dicho hongo es cultivado en presencia de
colonias de S. sclerotiorum.

Barra= 10 mm
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R. 1. 3.- Germinaci6n de esporas e interaccién entre tubos germinativos.

Al cabo de 16 h de incubacién, la germinacién de ascosporas de S.
sclerotiorum en ausencia de conidios de E. purpurascens fue del 82 % y el largo
promedio del tubo germinativo fue de 72 pm (Fig. 5a-b). Tanto la germinacién
como el crecimiento del tubo germinativo se vieron reducidos
significativamente en presencia de conidios de E. purpurascens (Fig. 5a). El
grado de inhibicion de ambos procesos dependié de la cantidad de conidios
presentes. La menor concentracion de conidios usada (1 x 10° conidios ml"), la
cual fue 15 veces menor que la concentracién de ascosporas (1,5 x 10°
ascosporas ml™"), fue suficiente para inhibir la germinacion y el crecimiento del
tubo germinativo de las ascosporas en un 23 y un 20 % respectivamente (Fig.
5a). La mayor concentracion de conidios usada (1,5 x 10° conidios ml™") inhibi6
la germinacion y el crecimiento del tubo germinativo en un 76 y un 69 %
respectivamente (Fig. 5a-c). En los casos en los que el crecimiento del tubo
germinativo de S. sclerotiorum resulto inhibido, no se detectaron anormalidades
en la morfologia de los mismos.

En estos experimentos, en los que se usé un medio de incubacidn
compuesto por buffer fosfato y glucosa (ver seccion MM.5.2), no se observo la
presencia de hifas de E. purpurascens enrolladas alrededor de las de S.
sclerotiorum ni viceversa. Experimentos semejantes en los cuales la incubacién
se llevo a cabo en medios mas ricos en nutrientes como caldo Czapek-Dox y
caldo papa-extracto de levadura (CPELG) dieron resultados semejantes (datos
no presentados). En todos los casos, el medio de incubacién separado de las
esporas por centrifugacion y mezclado posteriormente con alicuotas de una
suspension de ascosporas, no inhibié la germinacion de las mismas (datos no
presentados). La germinacién y el crecimiento de tubos germinativos de los
conidios de E. purpurascens no fueron afectados por la presencia de ascosporas

de S. sclerotiorum en ninguno de los experimentos.
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Figura 5.- Germinacion de ascosporas y crecimiento de tubos germinativos de

S. sclerotiorum en presencia de conidios de E. purpurascens.

a: las ascosporas de S. sclerotiorum (concentraciéon =7,5 x 10* ascosporas ml™)
fueron incubadas en presencia de cantidades variables de conidios de
E. purpurascens durante 16 horas. Las barras verticales representan los valores
de la menor diferencia significativa (P<0,01) para el porcentaje de germinacién

(izquierda) y el crecimiento del tubo germinativo (derecha).

b: ascosporas de S. sclerotiorum desarrollando tubos germinativos normales
(flecha) en ausencia de conidios de E. purpurascens, barra =10 pm.
c: ascosporas de S. sclerotiorum (S) no germinadas, en presencia de un conidio
de E. purpurascens (E) que desarrollé un tubo germinativo normal (flecha).

Barra =10 pm.
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R. 2.- E. purpurascens como agente de control biolégico de la podredumbre
de capitulos de girasol causada por S. sclerotiorum.

La evaluacion de la efectividad de E. purpurascens como ACB de la
podredumbre humeda del capitulo fue realizada en invernadero, bajo
condiciones de cultivo controladas, asi como también en condiciones de campo.
En ambos casos se realizaron dos experiencias, cuyos resultados se describen a

continuacion.

R. 2. 1.- Ensayos en invernadero.

R. 2. 1. 1.- Experimento 1.

Las plantas inoculadas solamente con ascosporas de S. sclerotiorum
(Tratamiento 2) mostraron sintomas tipicos de podredumbre humeda
aproximadamente 5 dias p.i.. Las hileras de flores exteriores resultaron cubiertas
con micelio (Fig. 6a) y las ligulas fueron las piezas florales mas afectadas en
dicho momento (Fig. 6b). A los 7 dias p.i., la incidencia fue del 88 % tanto en
ligulas como en bracteas, mientras que la severidad fue del 52 y 17 % en ligulas
y bracteas respectivamente (Tabla 4). Aproximadamente 10 a 12 dias p.i., las
lesiones se expandieron y alcanzaron el receptaculo (Fig. 6¢). A los 14 dias p.i.,
la incidencia y la severidad en el receptaculo alcanzaron valores de 78 y 63 %,
respectivamente (Tabla 4). Ambos parametros alcanzaron valores muy elevados
(95 %) a los 21 dias p.i. (Tabla 4), momento en el cual los capitulos mostraron
un alto nivel de dafio.

Un micelio compacto, amarillo palido a rosaceo, se desarrollo sobre los
capitulos tratados con conidios de E. purpurascens alrededor de 48 horas
después de la aplicaciéon de los mismos. Un anillo oscuro conformado por
esporodoquios se formo en las hileras externas de flores 3 a 4 dias después (Fig.
6d). El analisis microscdpico de esporodoquios y esporas permitié confirmar
que los mismos correspondian al hongo E. purpurascens. Las plantas tratadas
solamente con E. purpurascens (Tratamiento 3) tuvieron una apariencia normal,

sin sintomas evidentes de ningun tipo de dafio.
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En capitulos tratados con conidios de E. purpurascens antes de la
inoculacidn con ascosporas de S. sclerotiorum (Tratamiento 1), el crecimiento
de micelio de este ultimo estuvo reducido a las hileras mas internas de flores, o
bien ni siquiera fue evidente. En este grupo de plantas, la incidencia de la
podredumbre himeda fue menor que en plantas controles para todos los tiempos
estudiados (Tabla 4). Al final del experimento, la incidencia alcanzé el 95 % en
las plantas controles (Tratamiento 2), mientras que en las correspondientes al
tratamiento 1, dicho parametro fue casi de la mitad (57 %, tabla 4).

El tratamiento con conidios de E. purpurascens (Tratamiento 1) fue
efectivo en reducir la severidad de la podredumbre de bracteas 7 dias p.i. (P
=0,015) con respecto a las plantas usadas como control de enfermedad
(Tratamiento 2). No se detectaron diferencias significativas en la severidad de la
podredumbre entre ambos tratamientos en ninguno de los tiempos restantes, asi

como tampoco en ligulas a los 7 dias p.i. (Tabla 4).
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Figura 6. a.- Desarrollo de micelio (M) de S. sclerotiorum sobre la superficie de
las hileras de flores externas de capitulos de girasol, 5 dias p.i. b: podredumbre
de la base de las ligulas (flecha), 5 dias p.i. ¢: podredumbre del receptaculo
(flecha), 12 dias p.i. d: micelio amarillo palido a rosdceo (M) y anillo de
esporodoquios (S) de E. purpurascens, desarrollados a las 48 horas de la
aplicacion de conidios sobre la superficie floral de los capitulos.
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Tabla 4.- Efecto de la aplicacion de conidios de E. purpurascens sobre la
incidencia y la severidad de la podredumbre de capitulos de plantas de
girasol cultivadas en invernadero.

Ligulas Bracteas Receptaculo
(7 dias p.1.) (14 dias (21 dias p.i.)
Tratamiento I S I S I S I S

1) E. purpurascens
+ 8. sclerotiorum

2) 0,1ml/l Tween 20
+ S. sclerotiorum

32 16 15 12| 43 84| 57 95

88 52 88 17| 78 63| 95 95

Contraste valor de p

1vs2 <0,001 0,015 <0,001 1,0|0,033 0,4/0,0028 1,0

Los tratamientos fueron aplicados cuando 3 a 6 hileras de flores de cada
capitulo habian entrado en antesis. Todos los capitulos fueron inoculados
con S. sclerotiorum 24 horas mas tarde. La incidencia (I) fue definida como
el porcentaje promedio de plantas con sintomas en la parte del capitulo
considerada. Los datos fueron analizados usando un modelo lineal
generalizado para una respuesta binomial y una funcién de ligamiento
logistico. La severidad (S) fue definida como el porcentaje promedio de
tejido dafiado en la parte del capitulo considerada (se calculé teniendo en
cuenta solamente las plantas con sintomas). Se hizo una transformacién
angular de los datos de severidad y luego se los sometié a un analisis de
varianza. p.i.: post-inoculacion
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R. 2. 1. 2.- Experimento 2.

En este experimento, las plantas que se sometieron a una inoculacién
simple con S. sclerotiorum (Tratamiento 2) desarrollaron sintomas de
podredumbre humeda del capitulo (Tabla 5) en forma semejante a lo observado
en el experimento 1. Del mismo modo, la aplicacion de conidios de E.
purpurascens resulto en la colonizacidn de las hileras mas externas de flores por
el micelio de dicho hongo. Una aplicacién simple de conidios (Tratamiento |)
resultd en una reduccidn significativa de la incidencia de la podredumbre, tanto
a los 7 como a los 14 dias p.i. (Tabla S). En las plantas que recibieron
aplicaciones dobles de conidios de E. purpurascens, el micelio de este ultimo
cubrié practicamente todas las flores de cada capitulo a las 72 horas p.i.. El
tratamiento 3, que consisti0 en una aplicacion doble de conidios de E.
purpurascens antes de la inoculacion con ascosporas de S. sclerotiorum, resulto
en una reduccion aun mayor de la incidencia de la podredumbre para los dos
tiempos de evaluacion. De este modo, en las plantas correspondientes al
tratamiento 3, la incidencia a los 7 dias p.i. fue muy baja (6 %) en ligulas y nula
en bracteas, mientras que en los controles de enfermedad (Tratamiento 4) dichos
valores fueron de 81 y 44 % respectivamente (Tabla 5). En forma semejante, a
los 14 dias p.i., la incidencia de la podredumbre en las plantas correspondientes
al tratamiento 3 fue de 25 % en ligulas y 19 % en bracteas, mientras que en los
controles correspondientes (Tratamiento 4), dichos valores alcanzaron el 100 %.
En todos los casos, las diferencias entre los tratamientos con conidios y los
controles correspondientes fueron significativas (Tabla 5). La aplicaciéon doble
de conidios de E. purpurascens (Tratamiento 3) result6 en una reduccioén de la
podredumbre humeda mayor que la lograda con una aplicacion simple
(Tratamiento 1), para todos los tiempos estudiados (Tabla 5). A los 7 dias p.i.,
en los controles de enfermedad la incidencia en ligulas y bracteas fue mayor (P
=0,044 y P =0,0027, tabla 5) en las plantas que fueron inoculadas con S.
sclerotiorum cuando sus capitulos tenian 7 a 10 hileras de flores abiertas
(Tratamiento 4) que en las plantas usadas como control que fueron inoculadas
cuando sus capitulos tenian 3 a 6 hileras de flores abiertas (Tratamiento 2). A
los 14 dias no se detectaron diferencias en la incidencia de la podredumbre entre

ambos grupos de plantas control (P =1, tabla 5).
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Tabla 5.- Efecto de las aplicaciones simples y dobles de conidios de
E. purpurascens sobre la incidencia de la podredumbre de capitulos de plantas
de girasol cultivadas en invernadero.

Ligulas Bracteas Bracteas Receptaculo
Tratamiento (7 dias p.i.) (14 dias p.1.)
1) E. purpurascens (S) 36 21 7 56
+ S. sclerotiorum
2) 0,1ml/1 Tw;en 20(S) 100 93 100 100
+ S. sclerotiorum
3) E. purpurascens (D)
+ S. sclerotiorum 6 0 25 19
4) 0,Iml/1 Tw.een 20 (D) 81 44 100 100
+ S. sclerotiorum
Contraste Valor de p
1vs2 <0,001 <0,001 0,0090 <0,001
3vs4 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
l1vs3 0,044 0,031 0,0021 0,040
2vs4 0,044 0,0027 1,0 1,0

Los tratamientos simples (S) fueron aplicados cuando 3 a 6 hileras de flores de
cada capitulo entraron en antesis. Todos los capitulos fueron inoculados con S.
sclerotiorum 24 horas mas tarde. Los tratamientos dobles (D) consistieron en
una aplicacidn inicial cuando 3 a 6 hileras de flores de cada capitulo habian
entrado en antesis y una segunda aplicacion 24 horas mas tarde. Los capitulos
fueron inoculados con S. sclerotiorum 24 horas después de la segunda
aplicacion. La incidencia fue definida como el porcentaje promedio de plantas
con sintomas en la parte del capitulo considerada. Los datos fueron analizados
usando un modelo lineal generalizado para una respuesta binomial y una
funcion de ligamiento logistico. p.i.: post-inoculacion.
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R. 2. 1. 3.- Efecto de la aplicacién de conidios de E. purpurascens y la
infeccion por ascosporas de S. sclerotiorum sobre la productividad de
plantas de girasol.

La productividad de las plantas usadas en el experimento 2 fue estimada
sobre la base del porcentaje de semillas llenas y el peso de 100 semillas. En el
grupo de plantas usado como control de productividad que recibié una
aplicacién doble de Tween 20 al 0,01 % (Tratamiento 7), el porcentaje de
semillas llenas fue del 90 % y el peso de 100 semillas fue de 2,9 g (Tabla 6). La
infeccion resultante de la inoculacién con S. sclerotiorum cuando los capitulos
tenian 3 a 6 hileras de flores abiertas (Tratamiento 2) resulté en una disminucién
severa del porcentaje de semillas llenas (0 %; P<0,001) y el peso de 100
semillas (0,2 g; P<0,001) con respecto a los controles de productividad (Tabla
6). El tratamiento que consistid en una aplicacién simple de conidios de E.
purpurascens (Tratamiento 1) atenud los efectos negativos de la infeccién por S.
sclerotiorum sobre el porcentaje de semillas llenas (12,4 %; P =0,038), pero no
atenuod los efectos negativos sobre el peso de 100 semillas (0,7 g; P =0,2; tabla
6). En el grupo de plantas que fueron tratadas una vez con E. purpurascens pero
no fueron inoculadas con S. sclerotiorum (Tratamiento 5), no se detectaron
alteraciones significativas en el porcentaje de semillas llenas (84 %; P =0,6) ni
tampoco en el peso de 100 semillas (2,7 g; P =0,5) con respecto a las plantas
control que solamente fueron tratadas con Tween 20 al 0,01 % (Tabla 6).

La infeccion resultante de la inoculacién con S. sclerotiorum cuando los
capitulos tenian 7 a 10 hileras de flores abiertas (Tratamiento 2) disminuyé
severamente el porcentaje de semillas llenas (0 %; P<0,001) y el peso de 100
semillas (0,4 g; P<0,001) con respecto a los controles de productividad
(Tratamiento 8; 78 % y 2,4 g). Tal disminucién de productividad fue atenuada
sensiblemente por la aplicacion doble de conidios de E. purpurascens
(Tratamiento 3, tabla 6). Asi, el porcentaje de semillas llenas (76 %) y el peso
de 100 semillas (2,0 g) fueron significativamente mayores (P<0,001) que en los
controles de enfermedad (Tabla 6), llegando a valores cercanos a los de los
controles de productividad (Tratamiento 8). La aplicacion doble de conidios
resultd mas efectiva que la simple en cuanto a la atenuacion de la disminucion

de productividad asociada a la podredumbre himeda. Esto se aprecia al
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comparar el porcentaje de semillas llenas (P =0,0010) y el peso de 100 semillas
(P =0,0020) entre los tratamientos 1 y 3 (Tabla 6). Al igual que la aplicacion
simple de conidios, la aplicacién doble (Tratamiento 6) no afecté negativamente
la productividad de plantas no sometidas a inoculacion con S. sclerotiorum. En
este caso, el porcentaje de semillas llenas (91 %) y el peso de 100 semillas (2,2
g) no difirieron significativamente de los controles de productividad (P =0,5;
tabla 6).

Tabla 6.- Efecto de las aplicaciones simples (S) y dobles (D) de conidios de
E. purpurascens y la infeccion por ascosporas de S. sclerotiorum sobre la
productividad de plantas de girasol cultivadas en invernadero.

Tratamiento % semillas  Peso de 100
llenas semillas (g)

1) Tween 20 (0,1ml/1) (S) 90,0 29

2) Tween 20 (0,1ml/1) (S)+ S. sclerotiorum 0,0 0,2

3) E. purpurascens (S) + Tween 20 (0,1ml/1) 84,0 2,7

4) E. purpurascens (S) + S. sclerotiorum 12,4 0,7

5) Tween 20 (0,1ml/1) (D) 78,0 2,4

6) Tween 20 (0,Iml/l) (D) + S. sclerotiorum 0,0 0,4

7) E. purpurascens (D) + Tween 20 (0,1ml/1) 91,0 2,2

8) E. purpurascens (D) + S. sclerotiorum 76,0 2,0

Contraste valor de p
1vs3 0,6 0,5
l1vs2 < 0,001 <0,001
2vs4 0,038 0,2
Svs7 0,5 0,5
Svs6 < 0,001 <0,001
6vs8 < 0,001 <0,001
4vs8 0,0010 0,0020

Ver detalles acerca de la aplicacidon de los tratamientos en la seccion
MM.7.1.2 y en la tabla 5. Los capitulos fueron cosechados 35 dias después
del inicio de la floracién, se contaron las semillas y se determiné el
porcentaje de las mismas que estaban llenas. Se eligieron 100 semillas al
azar de cada capitulo y se pesaron. Los porcentajes de semillas llenas
sometidos a una transformaciéon angular y el peso de 100 semillas sin
transformar fueron examinados mediante el analisis de la varianza.
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R. 2. 2.- Ensayos a campo.

Las plantas inoculadas con S. sclerotiorum desarrollaron sintomas de
podredumbre humeda dentro de los 20 a 30 dias p.i.. Contrariamente a lo
observado en los experimentos realizados en invernadero, la aplicaciéon de
conidios de E. purpurascens no redujo la incidencia ni la severidad de la
podredumbre himeda en plantas cultivadas a campo que fueron inoculadas
artificialmente con ascosporas de S. sclerotiorum (Tabla 7). Resultados
semejantes fueron obtenidos en dos experimentos independientes, iniciados en
distintas fechas. En estas condiciones, la colonizacién de la superficie floral de
los capitulos por el micelio de E. purpurascens fue mucho menor que la
observada en los experimentos realizados en invernadero, formandose

solamente pequefias matas de micelio sobre cada una de las flores.

Tabla 7.- Efecto de la aplicacién de conidios de E. purpurascens sobre la
incidencia y la severidad de la podredumbre de plantas de girasol cultivadas a
campo

Experimento | Experimento 2
Tratamiento I S I S
1) E. purpurascens 100,0 71,2 842 68l
+ 8. sclerotiorum ’ ’ ’ ’
2) Tween 20 (0.1mV/1) 28.9 712 81.0 60.7
+ S. sclerotiorum ’ ’ ’ ’
3) Tween 20 (0.1ml/1) 17.6 nd 0.0 nd
+ E. purpurascens ’ o ’ e
4) Tween 20 (0.1ml/1) 5,6 n.d. 12,8 n.d.
Contraste valor de p
1vs2 0,5 1,0 0,8 0,4

Ver detalles acerca de la aplicacion de los tratamientos en la seccion MM.7.2.
La incidencia (I) fue definida como el porcentaje promedio de plantas con
sintomas en la parte del capitulo considerada. Los datos fueron analizados
usando un modelo lineal generalizado para una respuesta binomial y una
funciéon de ligamiento logistico. La severidad (S) fue definida como el
porcentaje promedio de tejido dafiado en la parte del capitulo considerada (se
calculé teniendo en cuenta solamente las plantas con sintomas). Se hizo una
transformacidn angular de los datos de severidad y luego se los someti6 a un
analisis de varianza. n.d.: no determinado
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DISCUSION

En hospedantes tales como el poroto, la colonizacion de tejidos
senescentes es un paso previo a la infeccion de tejidos sanos por parte de S.
sclerotiorum (Boland & Inglis, 1989). De este modo, es de esperar que aquellos
microorganismos capaces de usar tejidos senescentes como fuente de nutrientes
pueden interferir con el desarrollo de enfermedades provocadas por dicho
patogeno. Si tales microorganismos poseen ademas la propiedad de no afectar
negativamente el desarrollo normal de la planta hospedante, entonces resultan
candidatos interesantes a ser evaluados como agentes de control bioldgico
(ACB) de esas enfermedades. E. purpurascens es un hongo saprofito que ha
sido aislado a partir de tejidos senescentes de diversas especies vegetales a las
cuales no les ocasiona dafios (Jachmann & Fehrmann, 1989). Por otra parte,
recientemente se ha demostrado que este hongo es parte de la comunidad de
microorganismos presentes en la antosfera de plantas de girasol (Rodriguez et
al., 2000). Otra caracteristica interesante de E. purpurascens es su capacidad de
producir compuestos antifingicos durante el cultivo in vitro. Por estas razones
este microorganismo ha sido evaluado como ACB de diversas enfermedades de
origen fungico, entre ellas las causadas por S. sclerotiorum en poroto y lechuga.
En todos los casos, los autores obtuvieron un cierto grado de control de las
enfermedades en cuestion, aunque no se determiné con precision el mecanismo
de accion de E. purpurascens como ACB. En este trabajo de tesis se evalud el
potencial de E. purpurascens como ACB de la podredumbre de capitulos de
girasol, la enfermedad mas importante de este cultivo en la Argentina. Ademas
se estudié el mecanismo de acciéon del mismo como ACB. Para ello se
obtuvieron aislamientos de dicho hongo en las inmediaciones de una plantacion
de girasol en la region de Chascomus. Se determino la capacidad de cada uno de
los aislamientos de inhibir el crecimiento de micelio de S. sclerotiorum in vitro.
De este modo, se seleccion¢ el aislamiento que provocé efectos inhibitorios mas
notables.

Ensayos de control biolégico llevados a cabo con dicho aislamiento
demostraron que E. purpurascens es capaz de colonizar la superficie floral de
los capitulos de girasol luego de la aplicacién de conidios, tanto en condiciones

de ambiente controlado (ensayos en invernadero) como en condiciones de
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campo. La colonizacion por parte del micelio fue acompafiada por la formacién
de esporodoquios y conidios, lo cual podria contribuir a mantener el hongo
presente sobre la superficie del capitulo (y en el medio ambiente en general)
durante un tiempo prolongado. La colonizacién de los capitulos resulté en una
gran reducciéon de la incidencia de la podredumbre himeda causada por
inoculaciones artificiales con ascosporas de S. sclerotiorum en ensayos en
invernadero. Las aplicaciones dobles de conidos de E. purpurascens resultaron
en una colonizacidn aun mayor de la superficie floral de los capitulos, lo cual se
correlaciond con un mayor grado de control de la incidencia de la podredumbre.
Teniendo en cuenta que el hibrido de girasol usado en estos estudios es muy
susceptible a la podredumbre del capitulo, los resultados obtenidos en los
experimentos en invernadero son alentadores. Mas alin, las condiciones de
ensayo usadas fueron altamente favorables para el desarrollo de la enfermedad,
incluyendo el alto nimero de ascosporas usadas para inocular cada capitulo, un
hecho que dificilmente ocurra en condiciones naturales. La eficacia de la
aplicacion doble de conidios se vio reflejada no solo en la reduccién de la
incidencia de la podredumbre, sino también en una atenuacién de las pérdidas
de productividad, estimada en base al porcentaje de semillas llenas y el peso de
100 semillas. De este modo, las plantas que recibieron una aplicacién doble de
conidios de E. purpurascens antes de ser infectadas con S. sclerotiorum tuvieron
una productividad semejante a la de los controles no inoculados con S.
sclerotiorum, mientras que en las plantas que fueron inoculadas con S.
sclerotiorum sin tratamiento previo, la productividad fue nula. Por otra parte, la
presencia de E. purpurascens no afectd negativamente la productividad, ni
tampoco se detectaron sintomas de ningun tipo de dafio en las plantas tratadas
solamente con este hongo. Estas caracteristicas son importantes, dado que una
condicidn necesaria para que un microorganismo pueda sea ser empleado como
ACB es la de su inocuidad sobre la planta hospedante.

Sea cual fuere el mecanismo de control bioldgico involucrado, el hecho
de que la colonizacion de capitulos por el micelio de E. purpurascens haya
resultado en una reduccién de la incidencia y no de la severidad sugiere que el
mecanismo por el cual dicho hongo bloquea la infeccidn ocurre en estadios
tempranos de esta ultima. De este modo, en aquellos casos en que S.

sclerotiorum puede sobrepasar la barrera inicial impuesta por E. purpurascens,
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la enfermedad progresa con igual intensidad que en las plantas inoculadas con S.
sclerotiorum solamente, sin que exista una atenuacion de la severidad.

La inhibicién de la germinacion de ascoporas y el crecimiento del tubo
germinativo de S. sclerotiorum in vitro en presencia de conidios de E.
purpurascens podria deberse a la produccion de compuestos antifiingicos por
parte de este ultimo, o bien a una mayor eficiencia en la incorporacion de algin
nutriente del medio de cultivo. Los filtrados libres de células de ambos hongos
obtenidos a partir del medio en que se realizaron los ensayos de germinacién no
inhibieron la germinacion de ascosporas y el crecimiento del tubo germinativo
de ascosporas de S. sclerotiorum. De este modo, parece que al menos durante
las primeras 24 horas (el tiempo que durd el ensayo de co-germinacion), los
conidios de E. purpurascens no liberan compuestos antifingicos al medio de
incubacion. Por lo tanto, los efectos inhibitorios observados en estas
condiciones probablemente se deban a la captura de algin nutriente por parte
del micelio de E. purpurascens. De todas maneras, queda por determinar si
opera un mecanismo semejante cuando esporas de ambos hongos se encuentran
juntas en la antosfera. En el capitulo siguiente se muestran los estudios
realizados con respecto a la produccién de compuestos antifingicos por E.
purpurascens 'y se volvera a discutir acerca del rol desempefiado por los mismos
en la interaccidon entre ambos hongos, integrando la informacién de dicho
capitulo y la del presente. Teniendo en cuenta el nivel de colonizacion de la
superficie floral alcanzado por el micelio de E. purpurascens, es probable que
los efectos de control se deban a que el micelio de dicho hongo forma una
barrera mecanica que impide que las ascosporas de S. sclerotiorum alcancen un
ambiente favorable en la antosfera y de este modo las mismas no puedan iniciar
la infeccion. Ademds, es probable que la gran cantidad de micelio de E.
purpurascens también haya contribuido a disminuir la disponibilidad de
nutrientes presentes en el tejido senescente, los cuales son necesarios para que
ocurra la germinacién de las ascosporas de S. sclerotiorum.

Por otra parte, los efectos de biocontrol observados en condiciones de
invernadero podrian deberse a fendmenos de parasitismo. Zhou et al. (1991)
reportaron la ocurrencia de enrollamientos de hifas de E. purpurascens sobre
hifas de S. sclerotiorum y penetracion de estas iultimas cuando co-cultivaron

micelio de ambos hongos in vitro, aunque resulté ser un fendmeno poco
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frecuente. Por otra parte, Chand & Logan (1984) reportaron el parasitismo de
hifas de Rhizoctonia solani por parte de E. purpurascens, y Brown et al. (1987)
observaron que E. purpurascens puede parasitar hifas de Phytophtora spp y
Pithium spp. En nuestro caso, no hemos detectado ninguna interaccion de tipo
parasitico, tanto en los ensayos en los que se co-incubaron esporas como en los
que se enfrentaron colonias de ambos hongos. Vale la pena destacar que las
colonias del aislamiento de E. purpurascens seleccionado para llevar a cabo los
ensayos de control bioldgico se caracterizaron por inhibir el crecimiento de las
colonias de S. sclerotiorum sin que se llegara a producir contacto entre las hifas
de ambos hongos. De todas maneras, se llevaron a cabo observaciones
semejantes usando algunos de los aislamientos de E. purpurascens cuyas hifas
si hicieron contacto con las de S. sclerotiorum, y en estos casos tampoco se
observaron efectos de parasitismo (datos no mostrados). La ocurrencia de
fendmenos de parasitismo podria ser favorecida en condiciones de baja
disponibilidad de nutrientes. Por ello se llevaron a cabo ensayos de co-cultivo
de ambos hongos en un medio pobre (agar-agua) y en este caso tampoco se
encontraron evidencias de fendmenos de parasitismo (datos no mostrados). Por
lo tanto, el parasitismo parece no ser un fenomeno frecuente en la interaccion
entre E. purpurascens y S. sclerotiorum. De todos modos, no se puede descartar
la posibilidad de que ocurran fendmenos de este tipo in planta.

Contrariamente a lo observado en los ensayos realizados en invernadero,
la eficacia de E. purpurascens como ACB de la podredumbre de capitulos fue
nula en los ensayos realizados en condiciones de campo. En estas experiencias,
la colonizacion de la superficie floral de los capitulos por parte del micelio de E.
purpurascens fue mucho menor que en condiciones de invernadero. Es
importante tener en cuenta que por razones practicas, en este trabajo se ha usado
un unico aislamiento de E. purpurascens. La busqueda de nuevos aislamientos
de E. purpurascens bien adaptados a colonizar la superficie de capitulos bajo
condiciones de campo podria contribuir a incrementar el potencial de este hongo
como ACB de la podredumbre de capitulos de girasol causada por S.
sclerotiorum. Con respecto a esto, recientemente se ha informado sobre la
presencia de E. purpurascens en capitulos de girasol (Rodriguez et al., 2000).
Resulta particularmente interesante que la frecuencia con que este hongo es

encontrado en dicho micro-ambiente no es la misma en distintas variedades de
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girasol. Por lo tanto, no resultaria extrafio que existan cepas de E. purpurascens
capaces de colonizar mas eficientemente ciertas variedades. De este modo, la
combinacion de cepas de E. purpurascens y variedades de girasol
probablemente sea un factor importante a tener en cuenta para futuros ensayos

de control bioldgico de la podredumbre del capitulo.

CONCLUSIONES

. E. purpurascens es capaz de colonizar la superficie floral de los
capitulos de girasol, tanto en condiciones de ambiente controlado (ensayos

en invernadero) como en condiciones de campo.

o Bajo condiciones de cultivo controladas, la colonizacidén de los capitulos
por dicho microorganismo resulta en una reduccién significativa de la

incidencia de la podredumbre hiumeda causada por S. sclerotiorum.

o Aplicaciones dobles de conidios son mas efectivas que aplicaciones
simples en cuanto a su capacidad de reducir la incidencia de la
podredumbre, y ademas atenuan las pérdidas de productividad asociadas con

dicha enfermedad.

o La aplicacion de E. purpurascens no afecta negativamente la
productividad, ni provoca sintomas de ningun tipo de dafio en las plantas, lo
cual es un rasgo importante para la formulacion de agentes de control

bioldgico.

o La infeccion de capitulos de girasol por S. sclerotiorum es bloqueada por

E. purpurascens en estadios tempranos.

. El parasitismo no es un fendmeno frecuente en la interaccién entre E.

purpurascens 'y S. sclerotiorum in vitro.
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Durante la germinacion, los conidios de E. purpurascens no liberan al
medio de cultivo compuestos capaces de inhibir la germinacién de

ascosporas de S. sclerotiorum.

En condiciones de campo, la colonizacion de la superficie floral de los
capitulos por parte del micelio de E. purpurascens es mucho menor que en
condiciones de invernadero. En tales condiciones, la eficacia de E.

purpurascens como ACB de la podredumbre de capitulos resulta nula.

La busqueda de nuevos aislamientos de E. purpurascens bien adaptados
a colonizar la superficie de capitulos bajo condiciones de campo podria
contribuir a incrementar el potencial de este hongo como ACB de la

podredumbre de capitulos de girasol causada por S. sclerotiorum.
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CAPITULOII

Propiedades de los compuestos antifingicos producidos
por Epicoccum purpurascens y el potencial de su
aplicacioén para prevenir enfermedades del girasol
causadas por Sclerotinia sclerotiorum

RESUMEN

En este capitulo se demostr6 que el aislamiento de E. purpurascens
usado para los ensayos de control bioldgico descritos en el capitulo I libera al
medio de crecimiento compuestos capaces de inhibir el crecimiento de micelio y
la germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum in vitro. El espectro de accién
de los compuestos antifungicos se extendid a diversos hongos patogenos de
girasol, algunos de los cuales resultaron mas sensibles que S. sclerotiorum a la
accion de los mismos. La actividad bioldgica y otras propiedades de los
compuestos antifiungicos dependieron fuertemente del pH, lo cual sugiridé la
presencia de grupos cuyo estado de ionizacién determina dichas propiedades.
Distintas evidencias indicaron que los compuestos son producidos durante el
crecimiento de micelio pero no durante la germinacién de conidios de E.
purpurascens. La germinacion de conidios de E. purpurascens resultd muy
sensible a la inhibicion por parte de los compuestos antifiingicos, mientras que
ocurri6 lo contrario con el crecimiento de micelio. Estas evidencias sugirieron
que los compuestos antifungicos podrian otorgar una ventaja al micelio de E.
purpurascens en la competencia con otros hongos por la colonizacién de
sustratos, pero probablemente no desempefien ningun papel durante la
germinacion de conidios de dicho hongo.

Por otra parte se evalu6 el potencial de la aplicacién de los compuestos
antifiingicos como herramienta para el control de algunas enfermedades del
girasol causadas por S. sclerotiorum. Dicha metodologia no protegié a las hojas
de la infeccidn con discos de micelio, ni tampoco a los capitulos de la infeccion

con ascosporas. In vitro, la estabilidad de los compuestos antifiingicos dependid
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fuertemente del pH. Por lo tanto es probable que este factor haya contribuido a
disminuir la actividad de los compuestos in planta. De todas maneras, el hecho
de que una preparacion rica en compuestos antifingicos no haya atenuado el
desarrollo de tales enfermedades, no implica que dichos compuestos no hayan
formado parte de los mecanismos de control bioldgico de la podredumbre del
capitulo descritos en el capitulo I. Ademas se discutié el posible rol de los
compuestos antifungicos en el control biolégico de enfermedades y en la

interaccion de E. purpurascens con otros hongos in planta.
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INTRODUCCION

Durante el estudio de la interaccion entre E. purpurascens y S.
sclerotiorum in vitro (capitulo I) se determiné que algunos aislamientos del
primero inhibieron el crecimiento de micelio del segundo sin que se produjera
contacto directo entre las colonias de ambos hongos. Tal fendmeno pudo haber
resultado de la produccion de compuestos antifingicos por parte de E.
purpurascens y su liberacion al medio de cultivo en las vecindades de la
colonia. Sin embargo, no se puede descartar que la inhibicidn del crecimiento de
micelio de S. sclerotiorum se debiera al agotamiento de algun nutriente como
resultado de una mayor incorporacion del mismo por parte de E. purpurascens.
Por lo tanto, se decidié investigar si la inhibicidn se debié verdaderamente a la
produccion de compuestos antifiingicos.

Es sabido que E. purpurascens produce varios antibiéticos. Uno de ellos
es la flavipina (3,4,5-trihidroxi-6-metil-o-ftalaldehido), compuesto que fue
originalmente aislado a partir de cultivos de Aspergillus flavipes por Raistrick &
Rudman (1956) y fue posteriormente encontrado en cultivos de E. purpurascens
por Bamford et al. (1961). Estos autores determinaron que la flavipina inhibi6 la
germinacion de esporas de Botrytis allii pero tuvo poca actividad antibacteriana,
aunque no informaron las especies de bacterias sobre las cuales fue evaluado
(Bamford et al., 1961). Més recientemente, Madrigal et al. (1991) determinaron
que la flavipina inhibi6 el crecimiento del hongo Monilinia laxa in vitro y
ademds, su aplicacion sobre plantas de duraznero disminuyé la infeccién por
parte de dicho patégeno, agente causal de la podredumbre morena del fruto. En
el mismo trabajo se demostré que el espectro de accion de este compuesto se
extiende a una gran variedad de hongos y algunas bacterias que forman parte de
la microflora de la filosfera del duraznero. A pesar de la variedad de compuestos
antifungicos producidos por este hongo, los estudios realizados en relacién al
potencial de los mismos para la prevencién y el tratamiento de enfermedades de
origen fungico se han concentrado solamente en la flavipina. Mas ain, en el
caso particular de este compuesto, solamente se ha estudiado su potencial para
el control de la podredumbre morena del duraznero (Madrigal et al., 1991), pero

no se ha estudiado su potencial para el control de otras enfermedades.
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Las epiditiodicetopiperazinas, conocidas como epicorazinas A y B, son
dos compuestos producidos por E. purpurascens que inhibieron el crecimiento
de Staphylococcus aureus (Baute et al., 1978), pero su actividad antifingica no
ha sido evaluada. Otros compuestos producidos por E. purpurascens son las
epirodinas, las cuales inhibieron el crecimiento de Bacillus megaterium (Burge
et al., 1976) y Saccharomyces cerevisiae (Ikawa et al., 1978). Ademas se ha
comprobado que E. purpurascens produce al menos otros tres compuestos
antifingicos cuya identidad no ha sido determinada atn (Brown et al., 1987).

Por otra parte, este hongo produce y libera al medio de cultivo una
variedad de compuestos de naturaleza diversa, los cuales podrian afectar el
crecimiento de otros microorganismos. Entre ellos se encuentran pigmentos de
tipo carotenoide (Gribanovski-Sassu & Foppen, 1967), cuya actividad
antifungica no ha sido evaluada. Ademds, se ha informado acerca de la
producciéon de varios tipos de sideréforos por parte de E. purpurasxcens,
algunos de los cuales no han sido descritos en otros organismos (Frederick et
al., 1981). También se ha descrito la produccion de acidos himicos poliméricos,

formados por sustancias fenélicas y aminoacidos (Burge et al., 1976).
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OBJETIVOS

e Determinar si los efectos antagénicos de E. purpurascens sobre el
crecimiento de S. sclerotiorum in vitro observados en el capitulo I se

debieron a la produccion de compuestos antifiingicos por parte del primero.

e Estudio del espectro de accién de los compuestos antifiingicos sobre otros

patogenos del girasol in vitro.

e Estudio del potencial de la aplicacion de dichos compuestos como
estrategia para el control de enfermedades del girasol provocadas por S.

sclerotiorum.

e Determinar si los compuestos antifingicos producidos por E. purpurascens
pudieron haber desempefiado un papel importante en los fendmenos de

control bioldgico de la podredumbre del capitulo descritos en el capitulo I.
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MATERIALES Y METODOS

MM. 1.- Obtencién de una fraccién rica en compuestos antifungicos
(FRCA) producidos por E. purpurascens.

Se hicieron cultivos de E. purpurascens en erlenmeyers de 2 litros
conteniendo 400 ml de medio Czapek-Dox liquido cada uno. Los cultivos
fueron incubados a 22 °C con agitacién (50 rev min™') durante 12 dias. Los
cultivos fueron filtrados por varias capas de gasa y luego por membranas con un
tamaiio de poro de 0,22 pm. El extracto crudo asi obtenido fue concentrado bajo
vacio a un décimo de su volumen inicial, en un evaporador rotatorio a 30 °C.
Luego de ajustar el pH a 3 con HCI 5 N, el extracto concentrado fue sometido a
cromatografia en fase reversa. Para ello, una columna octadecil de 3 ml (JT
Baker Chemical Co, Phillipsburg, NJ) fue lavada con 6 ml de agua destilada y
equilibrada con 6 ml de HCl 1 mM pH 3. Ocho mililitros de extracto crudo
acidificado fueron pasados por la columna y recogidos a la salida de la misma
(fraccién A). La columna fue lavada con 6 ml de HCL 1 mM pH 3 (fraccioén B).
Los compuestos retenidos en la columna fueron eluidos con 2 ml de metanol al
50 %. Esta fraccion fue secada bajo vacio y el material remanente fue disuelto
en buffer fosfato 25 mM pH 5 (50 ml por cada litro de medio de cultivo
original). La solucion obtenida fue denominada fraccion rica en compuestos
antifungicos (FRCA).

MM. 2.- Determinacion del efecto de la FRCA sobre el crecimiento de
micelio y la germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum in vitro.

Crecimiento de micelio: discos de papel de filtro estériles fueron embebidos
en alicuotas de 20 pl de la FRCA y depositados sobre la superficie de placas

de agar Capek-Dox, a 2,5 cm del centro de la placa. Discos de papel
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embebidos en buffer fosfato 25 mM pH 5 fueron usados como controles. Las
placas se inocularon en el centro con discos de micelio. Luego de 48 a 96
horas de incubacion se determiné la presencia de halos de inhibicién en la
periferia de la colonia. Se hicieron triplicados de cada placa

Germinacién de ascosporas: alicuotas de 0, 2, 5, 10 y 20 ul de la FRCA
fueron mezcladas con alicuotas de 20 pl de una suspension de ascosporas (1,5
x 10* ascosporas ml™') y se determiné el porcentaje de germinacién de acuerdo
a lo descrito en la seccion MM.2.3 del capitulo I. Se hicieron triplicados para

cada concentracién. Ambos ensayos se realizaron dos veces.

MM. 3.-Determinacion del efecto de la FRCA sobre la germinacion de
conidios de otros hongos patégenos del girasol.

Aislamientos de Phoma macdonaldii, Verticillium dahliae y Alternaria
helianthii fueron proporcionados por la Dra. Maria Eugenia Bazzalo de la
empresa Advanta Seeds (ex ZENECA Agricola, SA). Ademas se us6é un
aislamiento de Botrytis cinerea (IFCC 377/00) de la coleccién de hongos del
IIB-INTECh.

Todos los hongos fueron cultivados en placas de APG a 24 °C, excepto
A. helianthii, el cual fue cultivado en ASG. Se obtuvieron conidios de cada uno
de los hongos antedichos en forma semejante a lo descrito para E. purpurascens.
Todas las esporas se resuspendieron en CPELG pH 5 (3 x 10* esporas mI'").
Alicuotas de 0 a 30 pl de la FRCA se mezclaron con 10 ul de la suspension de
esporas y el volumen se ajusté a 40 ul con buffer fosfato 25 mM pH 5. La
germinacion de las esporas se detuvo a las 20 (V. dahliae, A. helianthii y B.
cinerea y S. sclerotiorum) o a las 30 (P. macdonaldii) horas de incubacion y se
determind el porcentaje de germinacion tal como se describié para las
ascosporas de S. sclerotiorum en la seccion MM.2.3 del capitulo I. El porcentaje
de inhibicion de la germinacion se calculd de acuerdo a la férmula descrita en la
seccion MM.6 del presente capitulo. Se hicieron triplicados para cada

determinacion y el experimento se hizo tres veces.
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MM. 4.- Determinacion del efecto de la FRCA sobre la germinacién de
conidios de E, purpurascens.

Se llevé a cabo en forma semejante a lo descrito en la seccion anterior.
Dado que los conidios de E. purpurascens son multicelulares, los mismos se
consideraron germinados cuando emitieron al menos un tubo germinativo cuyo

largo fuera superior al doble del diametro de la espora (16/24 h).

MM. 5.- Determinacion del efecto del pH sobre la retencién de los
compuestos antifiingicos en columnas de fase reversa.

Se obtuvo un filtrado del medio de crecimiento de E. purpurascens tal
como se describid en la seccion MM.1. El mismo se dividio en 5 alicuotas y
cada una de ellas se llevé a distintos pHs en el rango de 3 a 8, con HCI 0 KOH,
segun fuera necesario. Cada una de las alicuotas se sembré en una columna
octadecil (JT Baker Chemical Co, Phillipsburg, NJ) y se lavo la columna con
agua. El resto del procedimiento realizado fue el que se describid en la seccion
MM.1, llevando en todos los casos el pH de la FRCA a 5 antes de determinar el
efecto de la misma sobre la germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum.
Ademas se recolectd la fraccion A obtenida a cada uno de los distintos pHs. El
pH de dichas fracciones se ajusté a 5 y se determino el efecto de las mismas
sobre la germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum. El porcentaje de
inhibicion de la germinacion de ascosporas se determing tal como se describe en
la seccion siguiente. Se hicieron triplicados para cada tratamiento y el

experimento se realizé dos veces.

MM.6.- Determinacion del efecto del pH sobre la actividad biolégica de la
FRCA.

Alicuotas de la FRCA (pH inicial =5) fueron llevadas a distintos pHs
entre 3 y 9 con HCL 0,1 N o KOH 0,1 N segtn fuera necesario. Luego se
determiné el efecto de cada una de esas alicuotas sobre la germinacion de
ascosporas tal como se describio en la seccion MM.2.3 del capitulo I. Para hacer

un control apropiado del efecto del pH sobre la germinacion de las ascosporas,
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se incubaron alicuotas de las mismas con buffer fosfato 25 mM a pHs entre 3 y
9. El porcentaje de inhibicién de la germinacién causado por la FRCA a cada

pH se calculd mediante la férmula:

% Inhibicionyux= [100 - (%Gerca phx / %0Geontrol px) X 100] ,

donde %Gerca phx €s €l porcentaje de germinacién de ascosporas incubadas con
la FRCA al pH X y %Gconurol pHix €5 €l porcentaje de germinacion de ascosporas
incubadas con buffer fosfato 25 mM al mismo pH. Se hicieron triplicados para

cada tratamiento y el experimento se realizé tres veces.

MM.7.- Determinacion del efecto de la aplicacién de la FRCA sobre el
desarrollo de podredumbre de hojas.

Se sembraron semillas de girasol en macetas de 2 1 conteniendo una
mezcla de tierra y perlita (5:1) y se incubaron en una camara de cultivoa 24 + 3
°C con luz fluorescente y luz de sodio (16/24 h). La humedad relativa ambiente
fue del 65%. Los experimentos se realizaron cuando las plantas llegaron al
estado de botén floral cerrado. En el primer experimento se trabajé con grupos
de 4 plantas cada uno, mientras que en el segundo experimento se usaron grupos
de 16 plantas. En cada experimento, dos grupos de plantas fueron tratados con
la FRCA pulverizando 2 ml de la misma sobre la cara adaxial de una de las
hojas del cuarto par. Un grupo de plantas control fue tratado en forma semejante
con buffer fosfato 25 mM pH 5. Luego de 3 horas, uno de los grupos tratados
con la FRCA y el grupo tratado con buffer fosfato fueron inoculados con .
sclerotiorum. Para ello, se deposité un disco de micelio (5 mm de diametro)
sobre la cara adaxial de las hojas, a 1 cm del apice de las mismas. La zona
inoculada se cubri6 con papel de aluminio durante 6 horas y se determiné el
largo de la lesion al cabo de 72 horas. El otro grupo de plantas tratadas con la
FRCA fue usado como control de la fitotoxicidad de la FRCA. Los resultados se

analizaron usando el test de Student.
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MM. 8.- Determinacién del potencial de 1a FRCA para el control de la
podredumbre de capitulos de girasol causada por S. sclerotiorum.

Las tareas correspondientes a este tema se llevaron a cabo como parte de
uno de los experimentos (Experimento 1, seccion MM.7.1.1) realizados en
invernadero para estudiar el potencial de E. purpurascens como ACB de la
podredumbre de capitulos (para el disefio experimental y la metodologia
empleada ver el apartado correspondiente en materiales y métodos del capitulo
I). Un grupo de plantas fue tratado con la FRCA y luego de 2 h fue inoculado
con una suspension de ascosporas de S. sclerotiorum (tratamiento 1). Otro grupo
de plantas fue tratado con la FRCA pero no fue inoculado con ascosporas, como
control de fitotoxicidad de la FRCA (tratamiento 3). Un grupo de plantas
control fue tratado con Tween 20 al 0,01% e inoculado con ascosporas 24 horas
mas tarde, como control de enfermedad (tratamiento 2). Este grupo de plantas es
el mismo que se usé como control cuando se evalu6 la eficiencia de E.
purpurascens como ACB de la podredumbre del capitulo (Experimento 1,

seccion MM.7.1.1, capitulo I).

MM. 9.- Determinacién del efecto del pH sobre la estabilidad de 1a FRCA.

Alicuotas de la FRCA (pH inicial =5) fueron llevadas a pH 3 o bien a pH
7 con HCL 0,1 N y KOH 0,1 N respectivamente. Entonces se incubaron a 25 °C
durante distintos tiempos y luego el pH de las mismas se llevé a 5 nuevamente.
Posteriormente se determiné el efecto de las distintas alicuotas sobre el
porcentaje de germinacién de ascosporas de S. sclerotiorum. Como control se
us6 buffer fosfato 25 mM pH 5. El porcentaje de inhibicion de la germinacién
fue determinado mediante la formula citada en la seccion MM.6. Se hicieron

triplicados para cada tratamiento y el experimento se realizé dos veces.
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RESULTADOS

R. 1.- Propiedades de los compuestos antifiingicos producidos por
E. purpurascens.

Para determinar si E. purpurascens produce y libera compuestos
antifungicos al medio de crecimiento, se separé el sobrenadante de este ultimo
luego de cultivar al hongo tal como se describié en la seccién MM.1. El uso de
la cromatografia en fase reversa permitio separar los compuestos antedichos de
las sales y la glucosa presentes en el medio de cultivo. Dado que ni la glucosa ni
las sales poseen componentes hidrofobicos en su estructura, las mismas no
interactian con la matriz hidrofébica de la columna usada, y por lo tanto no
quedan retenidas en ella durante la siembra y el lavado con HCI. Aquellas
moléculas organicas producidas por el hongo que poseen componentes
hidrofébicos en su estructura interactiian con la columna y quedan retenidas. La
aplicaciéon de metanol a la columna permite desorber los compuestos retenidos.
La evaporacion del metanol y la redisolucién del residuo obtenido en buffer
fosfato permitié determinar la actividad biolégica de dicha fraccién (FRCA),
entendiéndose a la misma como la capacidad de inhibir el crecimiento de
micelio o bien la germinacién de ascosporas. Los resultados de la evaluacion de

la actividad bioldgica de la FRCA se describen en las secciones siguientes.

R. 1. 1.- Efecto de los compuestos antifingicos sobre el crecimiento de
patégenos de girasol in vitro.

R. 1. 1. 1.-Crecimiento de micelio de S. sclerotiorum.

El crecimiento de micelio de S. sclerotiorum se vio inhibido en las

vecindades de discos de papel de filtro embebidos en 20 pl de la FRCA,
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mientras que no OCurTio 10 misSmo €n la vecindad de discos de papel embebidos

en buffer fosfato 25 mM pH 5 usados como control (Fig 7).

Figura 7.- Inhibicién del crecimiento de micelio de

S. sclerotiorum por la FRCA obtenida a partir de cultivos
de E. purpurascens. FRCA, disco de papel embebido en la
fraccion del mismo nombre; C, disco de papel control,
embebido en buffer fosfato.

R. 1. 1. 2.-Germinacién de ascosporas de S. sclerotiorum y conidios de otros

hongos patogenos.

La germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum fue inhibida por la
FRCA en forma dependiente de la dosis, inhibiéndose totalmente cuando se
agregaron 20 pl de la misma en cada pocillo (Fig. 8a). A los fines de estudiar el
espectro de accion de los compuestos antifiingicos, se estudié el efecto de la
FRCA sobre la germinacién de conidios de otros hongos patdégenos del girasol.
La germinacion de conidios de Phoma oleracea, Alternaria helianthii,
Verticillium dahliae y Botrrytis cinerea también fue inhibida en forma
dependiente de la dosis de FRCA (Fig. 8a). De todas maneras, se detectaron
diferencias en la sensibilidad a la FRCA entre los distintos hongos. Por un lado,

P. oleracea, A. helianthii y V. dahliae fueron los hongos en los cuales la
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germinacién resulté inhibida en forma mas severa, siendo los efectos muy
parecidos en todos ellos (Fig. 8a). Por otro lado, la germinacién de conidios de
B. cinerea fue afectada en forma menos notable, mostrando una susceptibilidad
semejante a la de las ascosporas de S. sclerotiorum (Fig 8a). A concentraciones
tales que la germinacion de esporas de S. sclerotiorum y B. cinerea se vio
inhibida en forma parcial, la morfologia de los tubos germinativos de ambos
hongos se vio frecuentemente alterada. Se detecté un aumento del grado de
ramificacion y la cantidad de tabiques intercelulares de los mismos. Las figuras
8.b-c muestran el aspecto de los tubos germinativos de B. cinerea en esas
condiciones, mientras que los de S. sclerotiorum mostraron alteraciones
semejantes a las de las hifas del mismo hongo cuando fue co-cultivado con

micelio de E. purpurascens (Fig. 4, secciéon R.1.2.2, capitulo I).

R. 1. 2.- Efecto sobre la germinacién de conidios de E. purpurascens in vitro.

Luego de 16 horas de incubacién, cada uno de los conidios de E.
purpurascens desarroll varios tubos germinativos (Fig. 9b). La germinacién de
los mismos fue inhibida por la FRCA en forma dependiente de la dosis (Fig.
9a). La magnitud de la inhibicién causada por la FRCA fue muy superior a la
que causo sobre la germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum, ya que 6,5 pl
de dicha fraccion fueron suficientes para inhibir totalmente la germinacioén de
conidios de E. purpurascens (Fig. 9a). En este experimento se incluyeron las
ascosporas de S. sclerotiorum como referencia. La sensibilidad de la
germinacion de conidios de E. purpurascens a la inhibicién por parte de la
FRCA fue semejante a la de P. oleracea, A. helianthii y V. dahliae (comparar
figuras 9 y 8). Por otra parte, los efectos de la FRCA no se limitaron a la
inhibicién de la formacion de tubos germinativos normales. Se observé ademas
la proliferacion de células alrededor de los conidios, probablemente como
consecuencia de la segmentacion de tubos germinativos incipientes. A tiempos
mas largos, la germinacién de los conidios usados como controles prosiguié en
forma normal, dando origen a abundante micelio. Los conidios tratados con la
FRCA, por el contrario, se mantuvieron en el mismo estado que presentaron a

las 16 horas de incubacion.
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Figura 8. a- Efecto de la FRCA sobre la germinacion de ascosporas de
Sclerotinia sclerotiorum ) y conidios de Phoma oleracea <), Alternaria
helianthii &), Verticillium dahliae &)y Botrytis cinerea {0—). Los * N
resultados son el promedio de 3 repeticiones y el desvio estandar no superd el' 10
% en ningun caso. b-c.- Efecto de la FRCA sobre la morfologia de tubos
germinativos de conidios de B. cinerea. d.- Morfologia del tubo germinativo de

un conidio de B. cinerea en ausencia de FRCA (control). Barra: 10 pm
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Figura 9. a- Efecto de la FRCA sobre la germinacién de conidios de
E. purpurascens (—&—) y ascosporas de S. sclerotiorum (). Las fotografias
muestran la morfologia de los tubos germinativos de E. purpurascens luego de
16 h de incubacion en ausencia (b) o en presencia (¢) de la FRCA. Barra =20pm.
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R. 1. 3.- Efecto del pH sobre la retencién de los compuestos antifungicos en

columnas de fase reversa.

Cuando el pH del buffer de siembra fue bajo, la actividad bioldgica de la
FRCA fue alta (Fig. 10). A medida que se aumenté el pH del buffer de siembra,
la actividad biologica de la FRCA fue cada vez menor, mientras que aumento

notablemente la actividad biolégica de la fraccion A.
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Figura 10.- Efecto del pH sobre la retencién de los compuestos antifiingicos en
columnas de fase reversa. Alicuotas de un filtrado del medio de crecimiento de

E. purpurascens se llevaron a distintos pHs y cada una de ellas se sembré en una columna
octadecil de fase reversa. La solucién de siembra fue recogida a la salida de la columna
(fraccion A, —&—) y en todos los casos se ajusté su pH a 5. La columna se lav6 con agua y
los compuestos retenidos en la misma se eluyeron con metanol. La fraccién metandlica se
sec6 bajo vacio y se disolvié el residuo en buffer fosfato 25 mM pH 5 (FRCA,—@-). Se
determiné el efecto de ambas fracciones sobre la germinacién de ascosporas. El porcentaje
de inhibicién de la germinacién se calculé mediante la féormula descrita en la seccién
MM.6.



R. 1. 4.- Efecto del pH sobre la actividad biolégica de la FRCA.

El porcentaje de germinacion de ascosporas en ausencia de la FRCA no
vari6 significativamente en el rango de pHs entre 3 y 9, siendo su valor de
alrededor del 84 %. De todas maneras, para determinar el efecto del pH sobre la
actividad bioldgica de la FRCA se hizo un control de germinacion a cada pH y
se calculd el porcentaje de germinacion de ascosporas mediante la féormula
descrita en la seccion MM.6. La inhibicidn de la germinacién de ascosporas de
S. sclerotiorum por la FRCA mostré una fuerte dependencia del pH. A todos los
pHs evaluados se inhibié la germinacion en algin grado, pero los efectos fueron

mas notables a pH 5, al cual la inhibicién llegé al 87 % (Fig. 11).
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Figura 11.- Efecto del pH sobre la actividad biolégica de la FRCA. Alicuotas de la
FRCA (pH inicial =5) fueron llevadas a distintos pHs entre 3 y 9. Luego se determiné el
efecto de cada una de esas alicuotas sobre la germinacién de ascosporas usando como
control buffer fosfato 25 mM al pH correspondiente. El porcentaje de inhibicion de la
germinacion causado por la FRCA se calculé mediante la formula descrita en la seccion

MM.6.
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R. 1. 5.- Efecto del pH sobre la estabilidad de la FRCA.

La estabilidad de la actividad bioldgica de la FRCA a lo largo del tiempo
dependi6 fuertemente del pH. Cuando el pH de la FRCA fue ajustado a 7, la
misma perdi6 totalmente su capacidad de inhibir la germinacién de ascosporas
al cabo de 19 horas (Fig. 12). Por el contrario, a pH 3 la FRCA mantuvo su
actividad biolégica a lo largo del tiempo, al menos hasta el tiempo maximo de 5

dias que durd el ensayo (Fig. 12).
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Figura 12.- Efecto del pH sobre la estabilidad de la FRCA. Alicuotas de la
FRCA (pH inicial =5) fueron llevadas a pH 3 (—A—) o bienapH 7 (-@-) ¢
incubadas a 25 °C durante distintos tiempos, luego de lo cual se ajustd el pH de
las mismas a 5 nuevamente. Se determiné el efecto de las distintas alicuotas
sobre el porcentaje de germinacién de ascosporas de S. sclerotiorum, usando
buffer fosfato 25 mM pH 5 como control. El porcentaje de inhibicién de la
germinacion fue calculado mediante la férmula citada en la seccién MM.6.
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R. 2.- La FRCA como tratamiento preventivo de enfermedades del girasol
causadas por 8. sclerotiorum.

R. 2. 1.- Efecto de la aplicacién de la FRCA sobre el desarrollo de
podredumbre de capitulos.

Las plantas usadas como control de enfermedad (Tratamiento 2) fueron
las descritas en la seccion MM.7.1.1 del capitulo I. En esa misma seccion se
describié también el progreso de la enfermedad en dicho grupo de plantas a lo
largo del tiempo. En términos generales, la aplicacion de la FRCA sobre
capitulos de plantas cultivadas en invernadero no afectd significativamente la
incidencia ni la severidad de la podredumbre huimeda resultante de Ia
inoculacion de las mismas con ascosporas de S. sclerotiorum (Tabla 8). Sin
embargo, en plantas tratadas con la FRCA, la incidencia en bracteas a los 7 dias
p-i. (59 %) fue levemente menor que en plantas no tratadas con FRCA (88 %).
De todas maneras, la significacion estadistica de esas diferencias fue baja (P
=0,051). Las plantas tratadas solamente con la FRCA (Tratamiento 5) tuvieron

un aspecto normal.



Tabla 8.- Efecto de la aplicaci6n de la fraccion rica en compuestos antifiingicos (FRCA) sobre la incidencia y la severidad
de la podredumbre de capitulos de plantas de girasol cultivadas en invernadero.

Ligulas Bracteas Receptaculo Receptaculo
7 dias p.i. (14 dias p.i.) (21 dias p.1.)
Tratamiento I S I S I S I S
[)FRCA + 100 48 59 3] 83 72 95 91
S. sclerotiorum
2)0I ml/ITween 20+ g 52 88 17 78 63 95 95
S. sclerotiorum
Contraste Valor de P
1vs2 0,074 1,0 0,051 0,6 0,6 0,7 1,0 1,0

Los tratamientos fueron aplicados cuando 3 a 6 hileras de flores de cada capitulo habian entrado en antesis. Todos los
capitulos fueron inoculados con S. sclerotiorum 24 h mas tarde. La incidencia (I) fue definida como el porcentaje promedio de
plantas con sintomas en la parte del capitulo considerada. Los datos fueron analizados usando un modelo lineal generalizado
para una respuesta binomial y una funcién de ligamiento logistico. La severidad (S) fue definida como el porcentaje promedio
de tejido dafiado en la parte del capitulo considerada (se calculé teniendo en cuenta solamente las plantas con sintomas). Se
hizo una transformacidn angular de los datos y luego se los someti6 a un analisis de la varianza. p.i.: post-inoculacion.
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R. 2. 2.- Efecto de la aplicacién de 1a FRCA sobre el desarrollo de
podredumbre de hojas.

En los dos experimentos realizados se detecté podredumbre de las hojas
48 horas después de la inoculacién con S. sclerotiorum. Todas las hojas
inoculadas presentaron sintomas. En el primer experimento, el tamaifio de las
lesiones fue levemente menor en las plantas tratadas con la FRCA que en las
plantas controles (Tabla 9). De todas maneras, tales diferencias no tuvieron
significacion estadistica. En el segundo experimento, no hubo diferencias en el
tamario de la lesion entre los controles y las plantas tratadas con la FRCA (Tabla
9). En ninguno de los dos experimentos se detectaron sintomas de dafio en las

plantas que fueron tratadas solamente con la FRCA.

Tabla 9.- Efecto de la aplicacion de la FRCA sobre el desarrollo de
podredumbre de hojas de girasol causada por S. sclerotiorum.

Incidencia Longitud de la lesién (cm)

Control FRCA Control FRCA
Experimento | 100 100 2,57+0,69 1,83+0,88
Experimento 2 100 100 6,25+1,45 5,53+1,03

Hojas de plantas en estado de botdn floral cerrado fueron tratadas
con 2 ml de la FRCA o bien con 2 ml de buffer fosfato 25 mM pH 5
(control). Al cabo de 3 horas, las hojas fueron inoculadas ubicando
un disco de micelio de S. sclerotiorum a 1 cm del apice. La zona
inoculada se cubrié con papel de aluminio durante 6 horas y se
determino el largo de la lesion al cabo de 72 horas. La incidencia fue
definida como el nimero de plantas con sintomas en la hoja
inoculada. Los resultados correspondientes a la longitud de la lesion
representan promedios + DS de 4 (experimento 1) y 16 (experimento
2) repeticiones.
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DISCUSION

D. 1.- Generalidades.

Los experimentos realizados en este capitulo permitieron demostrar que
durante el cultivo in vitro, el aislamiento de Epicoccum purpurascens utilizado
para las experiencias de control biolégico produce y libera al medio de
crecimiento compuestos capaces de inhibir el crecimiento de micelio y la
germinacién de ascosporas de S. sclerotiorum. Resultados semejantes fueron
obtenidos por Zhou et al. (1991), aunque los experimentos realizados por dichos
autores no excluyeron la posibilidad de que ocurrieran fendémenos de
competencia por nutrientes. Una vez confirmada la produccién de compuestos
antifungicos, se evalu6 el potencial de la aplicacion de los mismos como
tratamiento para el control de enfermedades del girasol causadas por S.
sclerotiorum, para lo cual se prepar6 una fracciéon rica en compuestos
antifungicos (FRCA) a partir de filtrados de cultivos en medio liquido. En los
parrafos siguientes se discute el potencial de la aplicacion de dichos compuestos
como tratamiento preventivo de enfermedades del girasol causadas por S.
sclerotiorum y el posible papel desempeifiado por los mismos en los fendmenos
de control biolégico descritos en el capitulo I. Por otra parte se hicieron
experimentos in vitro para estudiar el efecto del pH sobre la estabilidad de los
compuestos antifiingicos y su actividad bioldgica, con el objeto de obtener
informacioén acerca de las propiedades de dichos compuestos y entender mejor
los resultados obtenidos en los ensayos realizados in planta. Ademas, sobre la
base de los resultados obtenidos en experimentos realizados in vitro se discute
también acerca de las posibles funciones de dichos compuestos en la interaccion

entre E. purpurascens y otros hongos en la naturaleza.
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D. 2.- El potencial de los compuestos antifiingicos producidos por
E. purpurascens como tratamiento preventivo de algunas enfermedades del
girasol causadas por S. sclerotiorum.

En un experimento hecho en camaras de cultivo, la aplicaciéon de la
FRCA sobre hojas resulté en un control muy leve del dafio provocado por una
inoculacién artificial con discos de micelio de S. sclerotiorum. En otro
experimento similar, la FRCA no protegi6 a las hojas de la infeccion. En forma
semejante, en el primer ensayo realizado en invernadero, la aplicacion de la
FRCA sobre capitulos no proporcioné ninguna proteccion contra la
podredumbre himeda provocada por la inoculacién artificial con ascosporas. De
este modo, los compuestos antifingicos producidos por el aislamiento de E.
purpurascens usado en este estudio tuvieron un potencial practicamente nulo
como fungicidas para el control de enfermedades del girasol causadas por S.
sclerotiorum. La concentraciéon de compuestos antifingicos presentes en la
FRCA no pudo ser determinada, dado que no se hizo una purificacion completa
y no se identifico a los mismos. De todas maneras, la preparacion usada para los
experimentos in planta inhibié el crecimiento de micelio y la germinacién de
ascosporas de S. sclerotiorum in vitro (secciones R.1.1.1 y R.1.1.2,
respectivamente). Diversos factores pueden haber provocado que la dosis de
compuestos antifingicos capaz de inhibir la germinacién de ascosporas in vitro
no hiciera lo mismo in planta. Una de ellas es que los compuestos antifungicos
hayan sido degradados cuando se encontraron sobre la superficie de la planta.
Por ello se estudié la relacion entre el pH y la estabilidad de la actividad
biologica de la FRCA, resultando la misma muy estable a pH acido, mientras
que fue poco estable a pH neutro. Tal estudio se realizd porque durante la
preparacion de la FRCA se obtuvieron indicios de que la estructura (o al menos
el estado de ionizacidn) de los compuestos presentes en la FRCA dependian del
pH. Tales indicios surgieron de la observacion de que la retenciéon de los
compuestos antifungicos en las columnas de fase reversa usadas para preparar la
FRCA dependio del pH del buffer de siembra. Esto sugirié que los compuestos
antifiingicos poseen algin grupo carboxilo que resulté protonado a pH bajo,
disminuyendo asi la carga neta de la molécula y por lo tanto su hidrofilicidad, lo
cual favorece la adsorcion en matrices de interaccion hidrofébica como la de la

columna usada. Ademas, la actividad bioldgica result6 fuertemente dependiente
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del pH. Por esa razén se ajusté el pH de la FRCA al valor éptimo para la
actividad bioldgica in vitro (pH S) antes de usar dicha fraccién para los ensayos
de control de enfermedades in planta. Por lo tanto, al aplicar la FRCA in planta
se debié adoptar una soluciéon de compromiso, dado que se eligi6 el pH al cual
la actividad bioldgica es maxima, aunque el mismo probablemente no sea el
optimo para la estabilidad de los compuestos antifingicos, dado que es un pH
intermedio entre los dos usados para evaluar la estabilidad de los compuestos.
De este modo, el pH del entorno en que se encontraron los compuestos
antifingicos una vez aplicados sobre la superficie del capitulo puede haber
afectado tanto su estabilidad como su actividad bioldgica. Esto puede haber sido
una de las causas de la ausencia de actividad de la FRCA in planta. De todos
modos, muchos otros factores, tales como radiaciones y degradacién por
microorganismos pueden haber afectado también la estabilidad de dichos

compuestos.

D. 3.- El papel de los compuestos antifiingicos en la interaccién entre
E. purpurascensy S. sclerotiorum.

En algunos casos, la importancia de los compuestos antifungicos en el
control biolégico de enfermedades ha sido claramente establecida (Gutterson et
al., 1986, Howell & Stipanovic, 1983; Tomashow et al., 1986). En el caso
particular del control bioldgico de enfermedades por parte de E. purpurascens,
se ha postulado que la produccién de este tipo de compuestos juega un rol
importante (Zhou e al., 1991; Madrigal et al., 1991). Sin embargo, en general
resulta dificil obtener pruebas contundentes de la produccion de compuestos
antifiingicos in planta por parte de un ACB y demostrar su participacién en el
control de la patogénesis por parte de otro organismo. En este sentido, la
obtencién de mutantes incapaces de producir compuestos antifingicos seria de
gran utilidad. Sin embargo, en el caso de E. purpurascens no se han
caracterizado enzimas involucradas en la sintesis de compuestos antifingicos, ni
tampoco se han aislado genes que codifiquen para las mismas. Por otra parte, la
variedad de compuestos antifingicos producidos por este hongo es grande

(Madrigal et al, 1991). La flavipina (1,2-diformil-4,5,6-trimetoxi-3-metil
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benceno) ha sido el mejor caracterizado y su aplicaciéon sobre plantas de
duraznero ha resultado en un buen grado de control de la podredumbre morena
del fruto causada por Monilinia laxa (Madrigal et al, 1991). En el presente
trabajo se usé la metodologia descrita por dichos autores para determinar si el
aislamiento usado como ACB producia flavipina, habiéndose obtenido
resultados negativos (datos no presentados). Por lo tanto, es probable que la
actividad bioldgica de la FRCA se deba a otros compuestos antifungicos.

El hecho de que la aplicacién de la FRCA no reduzca la incidencia de la
podredumbre del capitulo, no necesariamente implica que la produccién de
compuestos antifingicos por parte de E. purpurascens no sea uno de los
mecanismos involucrados en el control biolégico de dicha enfermedad. Cabe la
posibilidad de que in planta, E. purpurascens produzca compuestos
antifungicos diferentes a los que produce en el cultivo in vitro. Como en
cualquier caso en el que se desea obtener pruebas contudentes acerca de la
participacion de un mecanismo de antibiosis en fenémenos de control bioldgico,
resultaria fundamental contar con mutantes no productoras de los mismos. Por
las razones descritas anteriormente, esto no es factible para el caso de
antibiéticos producidos por E. purpurascens al presente. Una alternativa al uso
de mutantes seria comparar el potencial de control biolégico del aislamiento
usado en este estudio con alguno de los aislamientos que no inhibieron el
crecimiento de micelio de S. sclerotiorum en los ensayos de antagonismo in
vitro, demostrando previamente que la menor inhibicién del crecimiento de
micelio de S. sclerotiorum esta asociada con una menor produccion de
compuestos antifingicos. De todos modos, como se discutidé anteriormente, no
se puede garantizar que la produccion de compuestos antifiingicos por parte de
dos aislamientos sea idéntica in planta e in vitro. Ademas, es probable que
dichos aislamientos difieran entre si en otros aspectos, no necesariamente
relacionados con la produccion de antibidticos, pero si relacionados con su
potencial como agentes de control biolégico. Por lo tanto, los resultados
obtenidos mediante este tipo de aproximaciones no producirian pruebas
definitivas acerca del rol de la antibiosis in planta.

Por otra parte, resulta llamativo que la germinacién de conidios de E.
purpurascens haya sido inhibida por la FRCA en forma mdis notable que la

germinacion de esporas del resto de los hongos estudiados. Esto sugiere que es
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poco probable que dichos compuestos otorguen una ventaja a los conidios de E.
purpurascens en la competencia con esporas de otros hongos por la
colonizacién de sustratos. Esto es coherente con las evidencias de que los
conidios de E. purpurascens no produjeron compuestos antifiingicos durante la
germinacién, tal como se discutié en el capitulo I. En forma contraria a lo
observado en relacién a la germinacién de conidios, el crecimiento de micelio
del aislamiento IFCC 48/99 de E. purpurascens no fue inhibido por la FRCA en
ensayos similares a los realizados con S. sclerotiorum en la seccién R.1.1.1
(datos no mostrados). En forma semejante, ensayos de co-cultivo de dos
colonias de dicho aislamiento de E. purpurascens mostraron que no se produjo
inhibicién a distancia de las mismas (datos no presentados). En conjunto, las
distintas evidencias sugieren que los compuestos antifungicos producidos por E.
purpurascens podrian otorgar una ventaja al micelio de este hongo en la
competencia con micelio (y /o esporas) de otros hongos por la colonizacién de
sustratos. Por el contrario, dichos compuestos no otorgarian ninguna ventaja

competitiva a los conidios de E. purpurascens.

D. 4.- El espectro y el modo de accién de los compuestos antifangicos.

La inhibicién de la germinacion de conidios por parte de la FRCA se
extendio a todos los hongos estudiados, lo cual demuestra que los compuestos
antifungicos presentes en la misma poseen un espectro de accién amplio. Tal
como se describié en la secciéon R.1.1.2, la FRCA indujo alteraciones en la
morfologia de los tubos germinativos de S. sclerotiorum, B. cinerea y E.
purpurascens. En el resto de los hongos sobre los cuales se evaluaron los
efectos de la FRCA, no se pudo determinar si ocurren efectos semejantes,
debido a la poca cantidad de conidios germinados en presencia de las cantidades
de FRCA usadas y al escaso crecimiento de sus tubos germinativos. Efectos
semejantes sobre la morfologia de hifas de S. sclerotiorum préximas a hifas de
E. purpurascens fueron descritos por otros autores (Zhou et al., 1991). Del
mismo modo, E. purpurascens alter6 la morfologia de hifas de Monilinia laxa
(Madrigal et al., 1991). Dado que estos autores demostraron que la flavipina

produce efectos similares, asumieron que la liberacion de este compuesto al
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medio de crecimiento por parte de E. purpurascens es la causa de tales efectos.
Sin embargo, tal como se describid antes, en nuestras experiencias no se detectd
la presencia de este antibidtico en los filtrados del medio de cultivo de E.
purpurascens. Cabe la posibilidad de que los efectos observados por nosotros se
hayan debido realmente a la presencia de flavipina y no la hayamos detectado
por problemas de metodologia. Esta posibilidad no se puede descartar porque no
se cont6 con un estandard de flavipina para confirmar que la metodologia para
la purificacién de la misma funcioné adecuadamente en nuestro laboratorio.
Otra posibilidad es que los efectos observados se deban a la presencia de otro
compuesto antifiingico cuyo modo de accion sea similar al de la flavipina y que
por lo tanto provoque efectos semejantes sobre la morfologia de hifas de

hongos. Seran necesarias futuras experiencias para aclarar este punto.

CONCLUSIONES

o El micelio del aislamiento IFCC 48/99 de Epicoccum purpurascens,
utilizado en este trabajo de tesis para estudiar el potencial de este
microorganismo como agente de control biolégico de la podredumbre de
capitulos de girasol causada por Sclerotinia sclerotiorum, libera al medio de
crecimiento compuestos capaces de inhibir el crecimiento de micelio y la

germinacion de ascosporas de S. sclerotiorum in vitro.

o In vitro, el espectro de acciéon de los compuestos antifingicos
producidos por el aislamiento IFCC 48/99 de E. purpurascens se extiende a

diversos hongos patogenos de girasol.

. La aplicacion de tales compuestos no constituye una estrategia apropiada
para la proteccion de hojas y capitulos de plantas de girasol contra la

podredumbre causada por S. sclerotiorum.

o Tanto la actividad biolégica como la estabilidad de los compuestos

antifingicos producidos por el aislamiento IFCC 48/99 de E. purpurascens
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dependen fuertemente del pH. Este factor, asi como otros no considerados
en este trabajo de tesis, pueden contribuir a disminuir el potencial de dichos
compuestos como herramienta para el control de enfermedades de plantas

provocadas por S. sclerotiorum y por otros hongos.

Los compuestos antifiingicos producidos por E. purpurascens que se han
estudiado en este trabajo de tesis, probablemente otorguen una ventaja al
micelio de dicho hongo en la competencia con esporas y micelio de otros
hongos por la colonizacién de sustratos. Por el contrario, tal como se
describié en el capitulo I, dichos compuestos no son producidos por E.
purpurascens durante la germinacion de conidios. Ademés los compuestos
antifingicos no otorgarian una ventaja a los conidios de este hongo, dado
que la germinacion de los mismos es muy sensible a la inhibicién por tales

compuestos.
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CAPITULO III

El metabolismo de poliaminas en
Sclerotinia sclerotiorum y su relacién con procesos de

crecimiento y diferenciacion

RESUMEN

Las poliaminas son compuestos policationicos esenciales para el
crecimiento y el desarrollo de todos los seres vivos. Las mas comunes son la
diamina putrescina, la triamina espermidina y la tetraamina espermina. Varios
procesos de diferenciacion que ocurren en hongos son acompaiiados por
cambios en el metabolismo de poliaminas y la inhibicién especifica de tales
cambios bloquea dichos procesos de diferenciacion. Los inhibidores especificos
de la sintesis de poliaminas han resultado una herramienta muy util para el
estudio del metabolismo de estos compuestos en diversos organismos. Por otra
parte, dado que existen diferencias en el metabolismo de poliaminas de hongos
y plantas, se ha postulado que la inhibicién especifica de la sintesis de estos
metabolitos en hongos puede resultar en el control de enfermedades de plantas
de origen flingico. En este capitulo se resumen los antecedentes referentes al
metabolismo de poliaminas en hongos y su relacion con procesos de
crecimiento, diferenciaciéon y patogénesis. Hasta el presente no existian
antecedentes acerca del rol de las poliaminas en los procesos de crecimiento y
diferenciacién que ocurren durante el ciclo de vida de S. sclerotiorum.

En este trabajo de tesis se estudiaron los efectos de varios inhibidores de
la sintesis de poliaminas sobre el crecimiento, la diferenciacion, los niveles de
poliaminas y la actividad de algunas de las enzimas re