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RESUMEN

El cultivo de alamos en el Delta del Parand, la tercera cuenca de importancia forestal de
Argentina, es una actividad econdmica relevante que provee materia prima para las
industrias del aserrado, debobinado, tableros de particulas y pulpa para papel.

La produccién de madera de alamo esta amenazada por enfermedades, cuyo desarrollo
se encuentra favorecido por las condiciones ambientales y la estrecha base genética de
sus plantaciones comerciales. Entre ellas la roya es considerada la de mayor importancia
y en varias oportunidades obligd al reemplazo total de los clones en cultivo.

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de la roya sobre el crecimiento del afio y
del rebrote de la siguiente temporada utilizando como modelo tres clones de Populus
deltoides con distinta arquitectura del canopeo y nivel de tolerancia. Se evalué ademas
el efecto sobre la densidad basica de la madera dada su importancia en la determinacion
de la calidad.

A fin de conocer las bases fisiologicas del dafio causado por la roya se estudiaron los
cambios en la dindmica foliar, la intercepcion de la luz, la fotosintesis el contenido de
clorofilay el reciclado del nitrégeno.

Los resultados obtenidos indican que la reduccion del crecimiento y la calidad de la
madera atribuible a la enfermedad se deben a una disminucion de la capacidad
fotosintética y consecuentemente de la capacidad de fijar y translocar carbono, tanto
para continuar el crecimiento del afio como para acumular reservas en la parte aérea y
radical. La reduccion del sistema radical limita la capacidad de explorar el suelo y
adquirir agua y nutrientes durante esa temporada de crecimiento. Esto, sumado a una
retranslocacion incompleta de nitrogeno debido a que las hojas enfermas caen con
mayor cantidad de nitrégeno, reduce las reservas de carbono y de nitrégeno para iniciar
el crecimiento y la capacidad de adquirir recursos desde el suelo al inicio de la
temporada siguiente.

Palabras claves: Melampsora medusae, Populus deltoides, roya, alamo, dinamica
foliar, fotosintesis, nitrdgeno, crecimiento, rebrote, densidad de madera.
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ABSTRACT

Poplar culture in the Parana Delta, the third most important forestry basin in Argentina,
is a significant economic activity that provides raw material for sawmilling, unwinding,
plywood, particleboard and paper pulp. The poplar wood production is threatened by
diseases whose development is favored by environmental conditions and the narrow
genetic base of commercial plantations. Rust is considered the most important disease
that has repeatedly forced the complete replacement of previously cultivated clones.

The goal of this thesis was to evaluate the effect of rust on yearly growth and re-growth
of the following season by using three clones of Populus deltoides with different canopy
architecture and disease tolerance. To determine the physiological basis of damage by
rust, change in leaf dynamics, interception of light, photosynthesis, chlorophyll content
and nitrogen recycling were studied. In addition to the impact of rust on poplar growth,
the effect of rust on basic wood density, a wood quality indicator, was also evaluated.

Growth and quality reduction by rust were due to a decrease in photosynthesis,
therefore in carbon fixation and in the contents of C compounds to be translocated from
leaves to other plant organs. This fact affected the accumulation of reserves in both
shoots as well as in roots. Poorly developed root systems limited water and nutrient
absorption during the growing season. Additionally, there was incomplete nitrogen re-
translocation due to leaves falling while still containing high levels of nitrogen.
Consequently, there was less carbon and less nitrogen for the initiation of growth at the
start of the following season.

Keywords: Melampsora medusae, Populus deltoides, rust, poplar, leaf dynamics,
growth, photosynthesis, nitrogen, sprouting, wood density.
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CAPITULO 1 : INTRODUCCION GENERAL



1.1 Antecedentes y problematica

1.1.1. El alamoy su cultivo

El género Populus L. posee entre 30 y 40 especies, en su mayoria colonizadoras de
areas disturbadas de humedales, riberas, orillas de los lagos vy tierras altas. Se las puede
encontrar en bosques nativos en el hemisferio norte entre los 30 y los 72° de latitud y en
plantaciones en latitudes templadas de ambos hemisferios, ya sea en macizos, cortinas,
pequefios grupos de arboles aislados, o en sistemas agroforestales segln cual sea el
objetivo (Dickmann 2006, Pincemin et al. 2007).

Desde tiempos remotos, los alamos han sido de utilidad para la humanidad gracias a su
rapido crecimiento juvenil, facilidad de propagacion vegetativa, buena capacidad de
rebrote, adaptabilidad a diferentes sitios, alta plasticidad en respuesta a los cambios
ambientales y variados usos de la madera (aserrado, debobinado, celulosa, fibras y/o
particulas para la produccion de tableros y biomasa con fines energéticos) (Zsuffa et al.
1996, Balatinecz et al. 2001, Dickmann 2001, Dillen et al. 2010). También juegan un
rol de importancia en la mejora y conservacion del ambiente, especialmente en la
proteccion de las cuencas y cultivos, en la remediacidn de aguas y suelos contaminados,
y en el balance de diéxido de carbono (Wang et al. 1999, Schultz et al. 2000, Isebrand y
Karnosky 2001, Pilipovic et al. 2006).

Su cultivo posee una larga historia, de hecho el vocablo Populus deriva de la
denominacion latina “arbor populi” (arbol del pueblo), debido a que durante el impero
romano eran considerados como un indicador de un buen sitio para construir casas,
siendo ademas ampliamente utilizados (Clute 1943). También se los menciona como
soporte viviente en los vifiedos en uno de los libros publicados por el naturalista romano
Plinio el Viejo entre los afios 77-79 (Newsome 1964). En China existen antiguos
registros de la utilizacion de los alamos, entre ellos el libro de Hui Zi, con 2400 afios de
antigliedad, que describe técnicas para su plantacion, y el libro de Jin Shu, de 1500
afios de antigliedad, donde se menciona su utilizacién para dar sombra en las calles de
las ciudades (Dickmann y Kuzovkina 2008). En la actualidad, Populus nigra cv.
'Italica’, seleccionado en el siglo XVII en la region de Lombardia, es el arbol ornamental
méas plantado en el mundo (Li 1996). En Argentina, su cultivo se inicia con la
introduccion del alamo “Carolino” (P. deltoides subesp. angulata cv. ‘Carolinensis’)
por inmigrantes franceses a fines del siglo X1X (Borodowski y Suarez 2004).

A nivel mundial, los alamos se encuentran en alrededor de 70 millones de hectareas de
bosques nativos, 6,7 millones de hectareas de plantaciones y 2,3 millones de hectareas
bajo sistemas agroforestales o como arboles fuera del bosque (Ball et al. 2005). En
Argentina se cultivan 40.500 ha en macizos y 23.500 ha bajo sistemas agroforestales,
ocupando asi el décimo y el tercer lugar de importancia a nivel mundial respectivamente
(Cortizo 2011), siendo el Delta del Rio Parana, Cuyo, Patagonia y las zonas de secano
de la Provincia de Buenos Aires las principales areas productivas. Cada una de estas



regiones posee particularidades que definen las especies utilizadas, las caracteristicas de
las plantaciones y la problematica del cultivo.

1.1.2. El Delta del Parana

El Delta del Rio Parand, en donde se desarroll6 esta tesis, es una compleja planicie
inundable de 17.500 km? (Bonfils 1962), ubicada entre la ciudad de Diamante (Entre
Rios) y las cercanias de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (Kandus 1997). Este
extenso mosaico de humedales (Malvarez 1997), con caracteristicas biogeogréficas y
ecoldgicas unicas (Quintana y B6 2010), pertenece a la Cuenca del Paran4, la segunda
en importancia en Sudamérica (Boneto 1986) (Figura 1.1).

-Rio de La Plata

Rio Uruguay

Fig. 1.1 Vista aérea del humedal del Delta del Parana (denotada por el color verde mas oscuro)

Segun Bonfils (1962) puede dividirse en cuatro zonas: Delta antiguo, Predelta, Bajios
Riberefios y Bajo Delta. Este Gltimo se encuentra por debajo de la linea imaginaria que
une a las localidades de Baradero (Provincia de Buenos Aires) e Ibicuy (Provincia de
Entre Rios) y es equivalente al Delta inferior en la clasificacién de Burkart de 1957
(Malvérez 1995). Incluye zonas geomorfas antiguas de origen marino junto a areas mas
recientes de sedimentacion de origen fluvial (Quintana y B6 2010). La caracteristica
mas distintiva de su fisonomia es la presencia de areas deltaicas propiamente dichas que
forman numerosas islas con albardones elevados bordeando extensas zonas deprimidas
dominadas por ambientes pantanosos, conocidas como bafiados (Malvarez 1997). Los
albardones ocupan alrededor de un 20 % de la superficie y los bafiados, facilmente
anegables, el 80 % restante (Boneto y Hurtado 1999). Los suelos son aluviales, dado
que fueron constituidos por la deposicion de capas sedimentarias, producto de las



ingresiones y regresiones marinas y de los repuntes y crecientes principalmente de los
rios Parana y Uruguay (Bonfils 1962). Constituyen suelos jovenes con escaso grado de
desarrollo pedogenético, lo que puede verificarse en la estructura masiva y en la
presencia de rasgos hidromorficos, producto de la saturacion permanente con agua, que
genera condiciones reductoras y déficit de oxigeno libre.

El clima es Templado Himedo sin estacion seca, con una precipitacion media anual de
1020,9 mm distribuida en aproximadamente 83 dias. La temperatura media del mes mas
calido (enero) es de 22,6 °C y la del mes mas frio (julio) es de 10,5 °C. Los vientos son
en general suaves, con una media anual de 4,0 km/h. Debido a su proximidad al estuario
del Plata y a la gran cantidad de rios y arroyos que posee, la humedad relativa es
elevada, con valores medios maximos y medios minimos de 81 % en invierno y 69 % en
verano.

La region se encuentra influenciada por inundaciones que se producen por la accion
simple o combinada de los siguientes factores: mareas comunes con mayor influencia
sobre el estuario del Plata, crecidas de los rios Parana y/o Uruguay, debidas a
precipitaciones en sus respectivas cuencas, y sudestadas que frenan la salida del agua
produciendo desbordes que inundan principalmente las zonas mas bajas (Latinoconsult
1972, Mujica 1979, Silva Busso et al. 2004). También se producen inundaciones
extraordinarias, siendo las mas importantes las correspondientes a los afios 1905, 1914,
1922, 1940, 1958, 1959, 1966, 1973, 1977, 1982-84 y 1989, entre las cuales se destacan
las de 1959 y 1989 por su altura (4,15 m y 4,05 m respectivamente) y la de 1982-84 por
su duracion (16 meses) (Prat et al. 1998, Silva Busso et al. 2004).

La actividad productiva en el Delta inferior o Bajo Delta se inicia hacia fines del siglo
XVIII con la instalacion de colonias europeas de distintos origenes (Borodowski y
Suarez 2005) que fueron reemplazando la vegetacion natural por forestaciones de
alamos y sauces; plantaciones de frutales; cultivos de mimbre y formio, ganaderia,
apicultura y emprendimientos turisticos y/o urbanisticos (Kandus 1997, Boneto y
Hurtado 1999, Borodowski y Suarez 2004, Fracassi 2005, Quintana y B6 2010). La
fruticultura fue la principal actividad productiva hasta la gran inundacion de 1959, la
cual fue seguida por grandes heladas durante la década de 1960 que terminaron de
diezmar las plantaciones de frutales sobrevivientes a la inundacién. A partir de este
momento, y favorecida por los cambios producidos en la politica econémica y por la
instalacion de una industria papelera, la forestacion con alamos y sauces se convirtio en
la principal actividad productiva (Kandus et al. 2006). La forestacion alcanzé su
maximo desarrollo hacia fines de la década del 70, con una superficie de 110.000 ha,
pero las pérdidas ocasionadas por la inundacion de 1982-84, las fluctuaciones del precio
de la madera y el incremento del costo de los fletes desalentaron principalmente a los
pequefios productores, con lo cual la superficie cultivada se redujo a las 58.000 ha que
se encuentran en la actualidad (Borodowski y Suarez 2005). De esta superficie y, en
concordancia con la tipologia del terreno, 14.000 ha corresponden a alamo vy el resto a
sauce (Quintana y B6 2010). Hacia el Delta frontal los establecimientos forestales son
pequefios y poseen una incipiente sistematizacion formada por zanjas y canales que
mejoran el drenaje de los excedentes de agua producidos principalmente por las



sudestadas, aunque han comenzado a observarse algunos endicamientos colectivos que
protegen a las areas forestales de la entrada de agua producida por las mareas y
sudestadas (Kandus et al. 2006). Aguas arriba las forestaciones son de mayor tamafio y
estan normalmente protegidas por grandes endicamientos de los desbordes ocasionados
por las crecidas de los grandes rios, principalmente del Parana (Quintana y Bo 2010).
En la actualidad, las areas protegidas por endicamientos de distinta magnitud vy
atajarepuntes abarcan un 11,6 % de la region (Kandus y Minotti 2010) y en ellas el
alamo es el género forestal por excelencia.

En la zona de influencia del Delta existen alrededor de 44 aserraderos, 4 plantas
debobinadoras, 1 de tableros de particulas y 1 de papel para diarios, que consumen
alrededor de 750.000 tn anuales de madera de SalicAceas de las cuales el 31 %
corresponde a alamo (Brandan et al. 2009), siendo este género el preferido para los
destinos de mayor valor econémico.

1.1.3. Principales enfermedades del cultivo del alamo en el Delta

La produccion de madera de alamo esta amenazada por enfermedades, principalmente
de origen flngico, cuyo desarrollo se encuentra favorecido por las condiciones
ambientales y el monocultivo clonal. Se han reportado tres grandes epifitias de roya. La
primera de ellas, atribuida a Melampsora medusae (Thuem.), obligo al reemplazo del
alamo “Carolino” (Populus deltoides subesp. angulata cv. carolinensis) por el dlamo
“criollo” (Populus nigra cv. italica) en la década de 1920, el cual a su vez fue diezmado
por Melampsora larici-populina (Kleb.) en la década de 1940 (Fresa 1936, Fernandez
Valiela 1979). La crisis ocasionada por la pérdida del dlamo criollo se resolvi6 con la
introduccion de P. xcanadensis ‘I-154° que en principio presenté una excelente
adaptacion y crecimiento pero que luego resulto ser susceptible a la cancrosis producida
por Septoria musiva (Peck.). Este patogeno, endémico del este de los Estados Unidos,
produce manchas en las hojas que normalmente no traen mayores consecuencias, salvo
en ataques muy graves que pueden producir defoliacion. El sintoma mas perjudicial,
descripto por Bier (1939), es la formacién de cancros en las ramas y en el fuste
principal, que restringen el movimiento del agua y los nutrientes debilitando los troncos
y conduciendo a quebraduras con la consecuente pérdida de rendimiento. En ataques
graves puede producir la muerte del &rbol. Este clon fue remplazado por otros hibridos
de P. xcanadensis que tarde o temprano manifestaron también sintomas de esta
enfermedad. Esta nueva crisis fue resuelta con la introduccion de nuevos clones de P.
deltoides que si bien presentan sintomas leves en hojas no desarrollan sintomas en el
fuste (Newcombe y Ostry 2001, Feau et al. 2010).

Los clones introducidos resultaron también resistentes a roya, la cual se manifestaba al
final del periodo vegetativo cuando el crecimiento ya no es significativo y de manera
muy benigna (Ragonese y Rial Alberti 1973/74, Blanco 1977, Fernandez Valiela, 1979).
Sin embargo, a partir de 1994 los ataques comenzaron a anticiparse y volverse cada vez
mas intensos, obligando al abandono del clon P. deltoides ‘Catfish 2’ que ocupaba el 90
% del &rea cultivada de la region (Petray 1998, Cortizo 2005). Aunque esta
modificacion en la expresion de la enfermedad indicaba un cambio en la poblacion del



patdgeno, no se disponia de reportes sobre determinaciones fitopatoldgicas tendientes a
determinar con certeza cual fue el agente causal de esta epfitia al inicio de las
investigaciones presentadas en esta tesis.

La roya del alamo es considerada la enfermedad méas importante de P. deltoides y otros
alamos alrededor del mundo (Thielges et al. 1989, Pinon 1992, Chastagner y
Newcombe 1993, Tabor et al. 2000, Pei y Shang 2005). Los importantes efectos
negativos de las enfermedades han obligado a los mejoradores a establecer como
objetivo prioritario de seleccion la “resistencia a enfermedades” (Thielges 1985,
Newcombe et al. 1996, Steenackers et al. 1996, Lefévre et al. 1998, Pinon y Frey 1999,
Riemenschneider et al. 2001, Dowkin y Bastien 2004, Stanton 2009, Cortizo 2011).
Inicialmente la resistencia se baso principalmente en genes mayores, raza-especificos,
que otorgaban inmunidad (Thielges y Adams 1975, Bradshaw 1996; Cervera et al.
1996, Newcombe 1996, Villar et al. 1996, Lefevre et al. 1998, Riemenschneider et al.
2001), los cuales frecuentemente fueron superados por coevolucion del patdgeno (Pinon
1992 a, b, Steenackers et al. 1994, Pinon 1995, Newcombe 1996, Steenackers et al.
1996, Pinon y Frey 1997, Pinon y Valadon 1997, Pinon y Frey 2005) en algunos casos
aun durante el periodo de evaluacién de los clones. Bajo estas circunstancias el uso de
resistencia parcial, gobernada por genes menores de efecto cuantitativo no especifico, se
manifiesta como una promisoria alternativa y es considerada una forma mas durable de
resistencia (Dowkiw et al. 2003, Pinon y Frey 2005, Ganley et al. 2008). Si bien, la
utilizacidn de resistencia genética es el medio mas efectivo y amigable con el ambiente
para el control de la roya del alamo (Newcombe et al. 2001), resulta necesario disponer
de un protocolo de control mediante la aplicacion de funguicidas hasta se produzca el
total recambio de las plantaciones.

1.1.4. Laroya del dlamo

Varios trabajos hacen mencién a los dafios que la roya provoca en estaqueros y
plantaciones comerciales, entre los cuales podemos mencionar: defoliaciones durante el
verano, aumento de la susceptibilidad a dafios producidos por bajas temperaturas
durante el invierno, retraso en la brotacién del afio siguiente, mayor susceptibilidad a
condiciones de estrés ambiental y al ataque de otros parasitos, reduccion del crecimiento
y pérdida de la calidad de la madera producida (Thielges y Adams 1975, Ostry et al.
1989, Newcombe 1996, Steenackers et al. 1996, Tabor et al. 2000, Nischwitz and
Newcombe 2004, Pinon et al. 2006). Sin embargo, son escasos los trabajos que
presentan una evaluacion robusta de los dafios mencionados (Widin and Schipper 1981,
May de Mio et al. 2006).

La infeccion de las hojas de alamo por parte de uredosporas de Melampsora spp. se
realiza de manera indirecta, principalmente a través de los estomas. Bajo condiciones
controladas dos a tres horas después de la inoculacién los tubos germinativos ingresan
a los estomas y desarrollan las hifas de infeccion, que invaden el mesofilo esponjoso
(Spiers y Hopcroft 1988, Laurans y Pilate 1999, Pinon et al. 2006). Por lo tanto, es de
esperar que el intercambio gaseoso se vea afectado desde el inicio de la infeccidn,



mucho antes de la aparicion de pustulas. Dentro del primer dia se diferencian los
haustorios que penetran las células del hospedante y entre el segundo y el tercer dia
después de la inoculacién la biomasa del hongo se incrementa rapidamente, pudiendo
aumentar hasta 30 veces. A los 5 dias se observan manchas cloréticas en la zona donde
las pustulas atravesaran la cuticula dos dias después (Spiers y Hopcroft 1990, Hacquard
et al. 2011). Se produce una merma de la tasa fotosintética de las hojas enfermas y, si el
grado de infeccion es elevado, la abscision de las hojas es inevitable.

La defoliacion puede afectar el crecimiento por dos vias distintas: por un lado, la menor
area foliar disminuye la intercepcion de la luz y por ende la actividad fotosintética de la
planta. Por otro lado, como ha sido demostrado en otras especies, el hongo se torna un
fuerte destino de nutrientes (Robert et al. 2002) y la abscision de las hojas se produce
con niveles mas elevados de nutrientes que son retenidos por la biomasa fungica (van
den Berg et al. 2007), disminuyendo su retranslocacion a tejidos en crecimiento o a
tejidos de reserva (Silla y Escudero 2003). Una vez que la defoliacién se ha producido,
la rdpida formacién de hojas nuevas o la mayor duracion de hojas preexistentes pueden
compensar la disminucion en la fotosintesis debido a la menor area foliar remanente. La
dindmica de estos mecanismos de compensacion puede estar relacionada con la
arquitectura de la planta, especialmente el tamafio y el ritmo de recambio de las hojas y
el grado de ramificacion de los clones. La magnitud de esta compensacién tendra efecto
directo en el crecimiento. Por lo tanto, los clones que compensen la defoliacion mas
rapidamente seran los menos afectados en la acumulacion de biomasa al final de la
etapa de crecimiento.

A pesar de la importancia del entendimiento de los efectos de la roya del alamo, se
encuentran pocos antecedentes que relacionan el progreso de la enfermedad durante la
temporada estival con el nivel de defoliacion (Hamelin et al. 1993, May de Mio et al.
2006). Algo similar ocurre con relacion al efecto de la roya del alamo sobre la
fotosintesis, que en cambio ha sido estudiado en otras especies vegetales (Livne 1964,
Bauer et al. 2000).

El efecto de la enfermedad sobre la dindmica foliar y la fotosintesis en clones de dlamo
con distinta arquitectura del canopeo (nimero y tamafio de hojas, grado de
ramificacion) y su relacion con el crecimiento y la acumulacion de reservas no ha sido
bien caracterizado.

1.2 Objetivos e hipdtesis

El objetivo general de esta tesis es evaluar el efecto de la roya del dlamo sobre el
crecimiento del afio y del rebrote de la siguiente temporada, utilizando como modelo
tres clones de P. deltoides susceptibles a roya y con distinta arquitectura del canopeo.

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:



. Determinar el agente causal de la roya presente actualmente en la Region del

Delta del Parana afectando a P. deltoides y su control mediante funguicidas.

. Evaluar el efecto de la roya del &lamo sobre la dindmica foliar y la actividad del

aparato fotosintético y su persistencia temporal.

Examinar el efecto de la roya sobre la redistribucion de nitrogeno (N) desde las
hojas senescentes en plantas infectadas.

Cuantificar el efecto de la roya sobre el crecimiento del afio, del rebrote de la
primavera siguiente y sobre la densidad bésica de la madera.

Hipotesis general:

La roya del alamo afecta al area foliar, la actividad fotosintética y el crecimiento de
manera diferencial segun el genotipo utilizado.

Hipdtesis especificas:

1.

Melampsora medusae es el agente causal de la roya del dlamo en la region del
Delta del Parana y puede ser controlado mediante una correcta aplicacion de
funguicidas sistémicos.

La roya afecta la dinamica foliar (disminuye la duracion de las hojas y aumenta
el nimero de hojas caidas) de manera diferencial segun el genotipo: los clones
mas ramificados compensan mejor la caida de hojas causada por la roya a través
de una mayor tasa de formacion de nuevas hojas.

La infeccion por roya reduce la fotosintesis de las hojas enfermas.

Las hojas enfermas caen con mayores niveles de nitrégeno.

. La roya reduce el crecimiento del afio y disminuye el crecimiento del afio

siguiente (rebrote) debido a una menor acumulacién de reservas y menor
redistribucion de nutrientes desde las hojas senescentes a las cepas afectando de
igual modo la densidad bésica de la madera.

1.3 Organizacion de la tesis

La organizacion de este trabajo incluye el presente capitulo a modo de introduccion a la
problematica y los antecedentes en el tema, y la presentacion de la estructura de la tesis.
En el Capitulo 2, “Determinacion del agente causal y su control”, se presentan los
resultados de las investigaciones realizadas para la determinacion del agente causal de la
roya en la region del Delta del Parand y su control mediante la aplicacion de funguicidas
sistémicos.



En el Capitulo 3, “Efecto de la roya sobre la dinamica foliar, la fotosintesis y la
retranslocacion del nitrogeno”, se compara la dindmica foliar de plantas sanas y
enfermas, presentando un balance entre la ganancia y la pérdida de hojas durante el
ciclo de crecimiento, asi como la actividad fotosintética de las hojas presentes. Estas
variables determinan la capacidad del sistema para captar la luz y transformar el diéxido
de carbono en carbohidratos utilizados para el crecimiento y la produccion de materia
seca. También se analiza la dindmica del nitrégeno, uno de los componentes mas
importantes para la sintesis de proteinas y el ensamblado de los cloroplastos.

En el Capitulo 4 se presentan los resultados del efecto de la roya sobre el crecimiento
del afio correspondiente a la parte aérea y de las raices y del rebrote de la primavera
siguiente.

Finalmente en el Capitulo 5 se presentan las conclusiones y consideraciones finales,
sintetizando los resultados generales de la tesis, considerando implicancias de la
arquitectura de la planta en el manejo de la enfermedad y presentando interrogantes que
surgieron del analisis de los principales hallazgos, los cuales podrian conducir a futuras
lineas de investigacion.



CAPITULO2: DETERMINACION DEL AGENTE
CAUSALY SU CONTROL
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2.1. Introduccién

Roya es el nombre de la enfermedad causada por varias especies de hongos
basidiomicetes del orden wuredinales. En este orden y dentro de la familia
Melampsoreaceas encontramos al género Melampsora, descripto por Castagne en 1843,
que se caracteriza por tener teleutosporas unicelulares, sésiles con membrana de
recubrimiento castafio oscuro adheridas lateralmente formando pustulas oscuras que se
liberan al romperse la cuticula. Las uredosporas se encuentran revestidas por una tenue
capa espinulescente o equinulada ubicadas en soros, que pueden estar o no incluidos en
un peridio (Fernandez Valiela 1979, Lindquist 1982, Kirk et al. 2001).

A nivel mundial se han descripto entre 80 y 100 especies de Melampsora (Hiratsuka y
Sato 1982, Kirk et al. 2001), de las cuales solamente 13 especies y dos hibridos
interespecificos son capaces de infectar a las distintas especies de alamo (Van
Kraayenoord et al. 1974, Spiers y Hopcoft 1994, Bagyanarayana 1998, Cellerino 1999,
Newcombe et al. 2000, Pei y Shang 2005).

La roya del alamo presenta un ciclo de vida complejo desarrollado solamente en tejidos
vivos de dos hospedantes diferentes, durante el cual se producen cinco clases de esporas
(Figura 2.1). El ciclo completo se inicia con la germinacion al principio de la primavera
de las teleutosporas (n+n) que permanecieron en las hojas caidas de los alamos durante
el invierno, y que después de un proceso de cariogamia y meiosis daran origen a las
basidiosporas (n), las cuales son diseminadas por el viento e infectan al hospedante
intermediario (Larix, Picea, Pseudotsuga, Tsuga, Pinus, etc.). La germinacion de las
basidiosporas da origen a los picnios, usualmente agrupados debajo de la cuticula o de
la epidermis que conducen la generacion de las picniosporas (n) que salen a la superficie
aglomeradas en una sustancia viscosa, aromatica y dulce que atrae a los insectos.
Mediante hifas receptivas capturan picniosporas de otros picnios con tipo de
apareamiento opuesto, que llegan dispersadas por las gotas de lluvia y algunos insectos.

La verdadera fecundacion se lleva a cabo en la base de los picnios y conduce a la
formacién de ecidios, en donde se producen las ecidiosporas dicariéticas (n+n) que
infectaran a las hojas de los alamos penetrando por los estomas (Cellerino, 1999).
Alrededor de 7 dias después se desarrollan los uredosoros, que son las tipicas pustulas
de color amarillo-anaranjado ubicadas principalmente en la cara abaxial de las hojas en
donde se producen las uredosporas, las cuales pueden ser dispersadas por el viento a
grandes distancias (Wilkinson y Spiers 1976, Nagarajan y Singh 1990, Barres et al.
2008). Durante el periodo estival se pueden completar hasta 10 ciclos asexuales que
determinan el progreso de la enfermedad en el 4lamo. En el otofio sobre las hojas
senescentes se forman las teleutosporas (n+n) que reinician el ciclo (Lindquist 1982, Pei
y Shang 2005, Hacquard et al. 2011).

En climas templados, en donde las condiciones climéaticas permiten la persistencia de
algunas hojas durante el invierno, las uredosporas pueden mantenerse y originar una
nueva infeccién en primavera. También ha sido reportada su permanencia en las yemas
conservando su viabilidad por un periodo de hasta 10 meses y en hojas caidas de una
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temporada a la siguiente (Chiba y Zinno 1960, Fernandez Valiela 1979, Taris 1979, Xu
1988).

Pueden darse
hasta 10 ciclos
durante la
temporada
estival

——

Ecidiosporas

Teleutosporas

Basidiosporas

Fig. 2.1 Esporas producidas durante el ciclo de la roya. Las uredosporas, teleutosporas y
basidiosporas se desarrollan en las hojas del &lamo. Estas ultimas geminan en el hospedante
alternativo (Larix, Psuga, Pinus, etc.) y producen las picniosporas que generan a su vez las
ecidiosporas que infectan al alamo y reinician el ciclo

La clasificacion de las especies de Melampsora se basa principalmente en las
caracteristicas morfolégicas de los estados uredial (uredosporas) y telial (teleutosporas),
y en los hospedantes que poseen en su estado aecial (hospedante alternativo) y telial
(4lamo) (Pei y Shang 2005).

Algunas especies, con uredosporas de igual morfologia que infectan a los alamos
blancos, han sido separadas solamente en base al hospedante alternativo, tal es el caso
de M. larici-tremulae, M. pinitorqua, M. rostrupii y M. magnusiana cuyos hospedantes
alternativos son Larix, Pinus, Mercurialis y Chenodium o Coridalis respectivamente.
Sin embargo, algunos autores prefieren agruparlas bajo la denominacion de M.
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populnea (Pers.) (Hylander et al. 1953, Wilson y Helderson 1966). Otras dos especies,
M. aecidioides y M. pulcherrima, algunas veces también han sido consideradas dentro
de este complejo (Vialle et al. 2011). Todas estas especies poseen uredosporas
pequeiias (menores a 30 um) uniformemente equinuladas por lo cual pueden ser
rapidamente separadas de las especies que atacan a las Secciones Aigeiros y
Tacamahaca cuyas uredosporas son de mayor tamafio (entre 35 y 50 um) y presentan un
patron de equinulaciones interrumpidas por un &rea lisa. Su ubicacion permite ademas
separar entre M. larici populina y M. alli-populina con una superficie lisa en el apice, de
la espora de M. medusae que posee la superficie lisa en la region ecuatorial (Pei y Shang
2005). Incluso el hibrido entre M. larici populina y M. medusae se distingue de las
especies que le dieron origen pues presenta zonas sin equinulaciones en el apice y en la
region ecuatorial (Spiers y Hopcoft 1994).

M. larici-populina, la especie mas ampliamente distribuida alrededor del mundo, es
nativa de Eurasia pero se encuentra también en Australasia, Sudéafrica, América del
Norte y América del Sur (Cellerino 1999, Pei y Shang 2005). En nuestro pais fue citada
por primera vez en el Delta del Rio Parand infectando a Populus nigra cv. Italica,
conocido como alamo “criollo” (Fresa 1936, Marchionatto 1937 y 1944). La identidad
de esta especie fue confirmada por Unamuno en Madrid y por Gdumann en Zurich
(Marchionatto 1937).

M. medusae es originaria de América del Norte, pero se la encuentra también en
Europa, Australasia, América del Sur, Asia y el sur de Africa (Cellerino 1999, Pei y
Shang 2005, Steimel et al. 2005). En nuestro pais fue reportada por primera vez por
Dietel (1937), infectando al alamo carolino, como M. albertensis (sinénimo de M.
medusae). Sin embargo, algunos autores lo sefialan como un registro dudoso (Walker
1975).

M. rostrupii fue descripta en el alamo plateado (Fernandez Valiela 1979) y
recientemente se dio cuenta de una nueva especie de roya, encontrada en Mendoza
sobre el clon P. deltoides ‘Stoneville 70°, que por sus caracteristicas morfoldgicas
corresponderia a M larici-tremulae y/o M. rostruppi, pero dado que no se pudo
determinar el hospedante alternativo fue clasificada como M. populnea (Lucero et al.
2011).

En el Delta, después de la epifitia ocurrida en la década del cuarenta que obligo al
reemplazo del alamo criollo (Populus nigra cv ‘Itélica’), la roya dejé de ser un
problema en las plantaciones pues se manifestaba sobre el final del periodo de
crecimiento. Sin embargo, a partir de 1994 se observaron importantes ataques sobre el
clon de P. deltoides ‘Catfish 2’ que hasta ese momento se habia manifestado como
resistente.

Aun cuando una adecuada identificacion es el primer paso para evaluar el riesgo de
desarrollo de la enfermedad y su potencial impacto, y determinar las opciones de
manejo de las plantaciones (Vialle et al. 2011), no se encuentran antecedentes sobre
cudl fue el agente causal de esta nueva epifitia.

La utilizacion de resistencia genética es el medio mas efectivo y amigable con el
ambiente para el control de la roya del alamo (Newcombe et al. 2001). Sin embargo,



14

cuando los patogenos logran vencer los genes de resistencia del hospedante y hasta
tanto se produzca el remplazo clonal, es necesario implementar una serie de medidas
culturales que tiendan a disminuir la poblacion del patdgeno y crear un ambiente menos
propicio para el desarrollo de la infeccion a fin de minimizar o evitar los efectos
perjudiciales de la enfermedad sobre el cultivo. Entre estas medidas culturales podemos
mencionar: la eliminacion de las hojas caidas durante el otofio, la instalacion de
plantaciones a mayor distanciamiento o la aplicacién de técnicas de poda y raleo en
plantaciones densas que favorezcan la aireacién dentro del cultivo (Pinon 1984).
También puede resultar atractivo el control bioldgico mediante micoparasitos (Morelet
y Pinon 1973, Nischwitz et al. 2005). En la region del Delta, se ha observado la
presencia del hongo Darluca filum parasitando esporas de M. medusae (datos no
publicados), pero su efecto ha resultado insuficiente para controlar la enfermedad.

Otra medida ampliamente recomendada a nivel internacional es la pulverizacion del
follaje con fungicidas tales como oxicloruro de cobre, zineb, mancozeb, triadimefon,
miclobutanil, tebuconazole (Chastagner et al. 1993, Giorcelli y Vietto 1995, Johson y
Kim 2005). Entre ellos, los fungicidas sistémicos resultan ser los mas convenientes pues
rapidamente se difunden a través de toda la planta, controlando los focos existentes y
protegiendo al follaje de nuevas infecciones. Este tipo de tratamientos resulta ademas
particularmente Gtil para evaluar el verdadero efecto de la roya sobre la fisiologia y el
crecimiento, pues permite comparar plantas sanas y enfermas de un mismo genotipo. De
esta manera se elimina el efecto de las diferencias genéticas que estan presentes cuando
se comparan clones resistentes y susceptibles, porque las variaciones genéticas entre
ellos y las interacciones entre el clon y el parasito podrian enmascarar los resultados.

En el mercado nacional se dispone de dos fungicidas sistémicos que acttan inhibiendo
la biosintesis de ergosterol del hongo, los cuales contienen tebuconazole y
cyproconazole como principio activo respectivamente. Si bien estos productos no han
sido desarrollados para el control de roya del alamo, ni se encuentran registrados para su
utilizacion en forestales, han probado ser altamente efectivos en ensayos de control de la
roya de alamo en otros paises (Spiers 1976, Boudier 1992, Desprez-Loustau et al.
1992). Estos funguicidas presentan bajo riesgo para organismos asociados a las
plantaciones como péajaros, mamiferos, abejas y otros organismos terrestres a los cuales
no va dirigido el tratamiento, pero son toxicos a moderadamente tdxicos para
organismos acuaticos.

Para poder realizar un control efectivo de la enfermedad se recomienda una frecuencia
de aplicaciones cada 2 a 3 semanas a partir del inicio de la enfermedad (Chastagner et
al. 1993, Giorcelli y Vietto 1995). Algunos autores sugieren la utilizacién de trampas
caza esporas para definir el inicio del tratamiento (Ostry y Nicholls 1982). Sin embargo,
esta practica no ha dado buenos resultados dada la dependencia de las condiciones
climaticas para la germinacién de las esporas (Machado, comunicacion personal).

El objetivo de este capitulo es determinar el agente causal de la roya presente
actualmente en la Region del Delta del Parand afectando a P. deltoides y su control
mediante funguicidas.



15

La hipotesis a contrastar es que Melampsora medusae es el agente causal de la roya del
alamo en la region del Delta del Parana y puede ser controlado mediante una correcta
aplicacion de funguicidas sistémicos.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Determinacion del agente causal

Durante los meses de febrero y marzo de dos temporadas consecutivas (2000-2001) se
recolectaron 300 muestras de hojas de alamo naturalmente infectadas de distintos
genotipos de P. deltoides y P. xcanadensis, en plantaciones y estaqueros comerciales en
la Region del Delta del Parana escogidos al azar y de genotipos experimentales
incluidos en los bancos clonales de la E.E.A. Delta del Parana pertenecientes al
Programa de Mejoramiento de Saliciceas del INTA. De esta manera se muestrearon
plantas de distintos genotipos y bajo distintas condiciones de crecimiento (densas de
18.000 a 20.000 plantas por ha en estaqueros y aisladas entre 277 y 625 plantas por ha
en plantaciones), lo cual genera diferentes condiciones que podrian estar influenciando
el desarrollo de la enfermedad, aumentando de esta manera la probabilidad de captura
de distintos agentes causales si los hubiera. Para verificar la existencia de otras especies
de roya que potencialmente podrian atacar a las plantaciones del Delta, se tomaron
muestras de hojas infectadas de 30 individuos de las especies P. deltoides, P. nigra, P.
alba y P. xcanadensis del arbolado publico de 5 localidades cercanas a esta region y de
los parques de la Facultad de Agronomia de la FAUBA y del INTA Castelar.

En todos los casos se tomaron hojas totalmente expandidas sin sintomas de necrosis que
presentaban pustulas bien desarrolladas no coalescentes. Las hojas coleccionadas fueron
acondicionadas individualmente entre ldminas de papel levemente humedecidas,
rotuladas y trasladadas en bolsas plasticas al laboratorio de citologia de la Catedra de
Genética de la FAUBA. Para la determinacion de especies se tomaron al azar 3
muestras de esporas y parafisis correspondientes a uredosoros individuales de cada hoja
a fin de evitar mezclas de especies que pudieran estar creciendo sobre una misma hoja.
Las muestras, conteniendo esporas y parafisis, fueron montadas individualmente en
lactofenol y tefiidas con hematoxilina &cida al 0,2 % (p/v). La morfologia (forma,
presencia y distribucion de las ornamentaciones de las esporas y uniformidad de la
pared de las esporas y parafisis), fue observada con un microscopio 6ptico Zeiss ST 16.
Las iméagenes correspondientes a 30 uredosporas seleccionadas al azar dentro de los
preparados de cada clase identificada fueron digitalizadas y medidas (largo, ancho)
utilizando el programa Scion Image.

Muestras representativas de los diferentes tipos de esporas detectadas por microscopia
Optica fueron examinadas en un microscopio electronico de barrido marca Phillips
perteneciente al CITEFA (Instituto de Investigaciones Cientificas y Técnicas para la
Defensa, Argentina).
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2.2.2. Tratamientos quimicos para el control de la roya del alamo

Para disponer de una evaluacion del desarrollo de la enfermedad durante la temporada
de realizacion de tratamientos se monitoreo la evolucion de la misma contando el
namero de pustulas por centimetro cuadrado presentes en la hoja mas infectada sin
sintomas de necrosis pertenecientes a 10 plantas naturalmente infectadas de los clones
P. deltoides “151-68” y “Stoneville 71 elegidas al azar a partir de enero. Para
corroborar la existencia de condiciones adecuadas para la geminacion y establecimiento
del hongo, asi como entender la evolucion de nuevas infecciones, se analizaron los
datos de temperatura y humedad registrados en la Estacion Meteorologica de la E.E.A.
Delta del Parana correspondientes a la temporada del monitoreo de la enfermedad.

Para evaluar la capacidad de dos fungicidas sistémicos disponibles en el mercado local
para controlar la roya del alamo se seleccionaron tres clones de P. deltoides (‘Catfish 2°,
“151-68” y “Stoneville 71”) por presentar una alta susceptibilidad a M. medusae. Las
parcelas seleccionadas pertenecian a estaqueros comerciales implantados entre 1990 y
1998 en la E.E.A. Delta del Parana con un disefio de 5 filas de 100 cepas cada una, los
cuales habian sido recepados anualmente para la obtencion de guias de afio. En cada
parcela se asignaron aleatoriamente los tratamientos de pulverizacion con las dosis
recomendadas por el fabricante (Tabla 2.1) y un control sin pulverizar. Las plantas
fueron tratadas hasta mojar completamente el follaje (punto de goteo) con una
pulverizadora a motor.

La efectividad del funguicida (erradicacion y/o reduccion de los sintomas y signos de la
enfermedad) fue evaluada a los 18 dias posteriores a la aplicacion del tratamiento, a
través del registro del numero de pustulas presentes en la hoja mas infectada sin
sintomas de necrosis en 15 guias elegidas al azar dentro de cada tratamiento. Dado que
el periodo de proteccion del funguicida es de dos semanas y el tiempo utilizado por el
hongo para desarrollar pustulas desde la infeccion es de 1 semana, se dio por finalizado
el ensayo a los 18 dias dado que luego de esa fecha sin la proteccion de nuevas
aplicaciones del funguicida, todas las plantas desarrollaran pustulas. La hoja utilizada
para contabilizar el nimero de puUstulas se correspondié con las hojas 6 a 7 en guias
jévenes o las hojas 11 a 23 en guias de mayor edad, numeradas en forma descendente a
partir del apice, tomando como hoja 1 a la hoja superior totalmente expandida. Estas
hojas son las que normalmente desarrollan las nuevas infecciones en guias de 10 a 14
dias de edad y de 26 a 33 dias de edad respectivamente (Johnson y Kim 2005).

Dado que se manifestaron sintomas de toxicidad en la aplicacion de cyproconazole
utilizando la dosis recomendada por el fabricante se procedi6 a la evaluacion visual de
cambios morfoldgicos en hojas en desarrollo al momento de realizar la aplicacion y se
realizd un ensayo en el estaquero comercial con el clon “Stoneville 71” probando
menores dosis de cyproconazole. Se utilizaron dosis de 22, 16, 10 y 6 gramos de
principio activo por hectolitro en una Unica aplicacion realizada en la primera quincena
de enero y se mantuvo un control sin pulverizar.
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Tabla 2.1 Principios activos, nombre comercial de los productos en el mercado local y
dosis recomendadas por el fabricante para el control de la roya que fueron utilizadas en
el ensayo realizado en los clones P. deltoides ‘Catfish 2°, “151-68" y “Stoneville 717

Principio activo Marca comercial Dosis
Tebuconazole Folicur 43 % SC 25,8 g pa /hl
Cyproconazole Alto 10 22,0 g pa/hl

Se realiz6 otro ensayo en el que se probaron diferentes fechas de aplicacion utilizando
como principio activo tebuconazole. En este ensayo se realizaron hasta tres aplicaciones
del funguicida con una dosis fija de 25,8 gramos de principio activo por hectolitro
(dosis recomendada por el fabricante) a partir de mediados de enero segun se describe
en la tabla 2.2. En los dos ultimos ensayos descriptos se pulverizaron 100 plantas por
cada uno de los tratamientos.

Tabla 2.2 Esquema de tratamientos del ensayo de esquemas de pulverizacién realizado con
tebuconazole sobre el clon P. deltoides “Stoneville 71" (P: pulverizado, NP: no pulverizado)

15 de enero 5 de febrero 20 de febrero
Tratamiento A P NP NP
Tratamiento B NP P NP
Tratamiento C NP NP P
Tratamiento D P P P
Control NP NP NP

Cuando se realizd la primera aplicacion las plantas presentaban algunas pustulas
aisladas en el tercio superior. Las plantas no tratadas el 15 de enero presentaban ademas
marcados signos de necrosis en el tercio medio cuando se realiz6 la aplicacion el 5 de
febrero, mientras que las no tratadas en las dos primeras fechas presentaban altos
niveles de defoliacion en el tercio medio e inferior para la aplicacién del 20 de febrero.
El promedio de pustulas de la hoja mas afectada sin signos de senescencia al aplicar los
tratamientos en la segunda vy tercer fecha fue de 52 pUstulas/cm®. En todos los casos,
para evitar efectos de deriva durante el proceso de pulverizacion, se aislé espacialmente
a las plantas correspondientes a cada tratamiento mediante mamparas plasticas
construidas para tal fin.

La efectividad y la presencia de algun cambio en el tamafio y/o forma de las hojas como
indicador de efectos no deseados del tratamiento fueron evaluados del mismo modo que
en el ensayo anterior en una muestra de 30 plantas elegidas al azar dentro de cada
parcela.
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2.3. Resultados
2.3.1. Determinacion del agente causal

Todas las uredosporas correspondientes a muestras tomadas de hojas de alamo de
estaqueros y plantaciones del Delta del Parana fueron ovadas u ovales a veces un poco
piriformes, con el apice redondeado y la base truncada, equinuladas con una importante
area lisa en la region ecuatorial (Figura 2.2). A esta caracteristica responde solamente
M. medusae, ya que los hibridos inter-especificos M. medusae-populina (producto de
cruzamiento entre M. medusae y M. larici-populina) y M. x columbiana (producto del
cruzamiento entre M. medusae y M.occidentalis) poseen caracteristicas intermedias a
sus respectivos padres y por lo tanto las esporas de M. medusae-populina presentan
ademas una region sin equinulaciones en la parte apical (Spiers y Hopcroft 1994,
Cellerino 1999, Pei y Shag 2005), y las esporas de M. x columbiana frecuentemente,
aungue no siempre, presenta esta region sin equinulaciones (Newcombe et al. 2000, Pei
y Shag 2005).

Fig. 2.2 Esporas equinuladas de Melampsora medusae con una region lisa en la zona ecuatorial

Por otro lado las uredosporas de M. medusae y M. medusae-populina tienen como
hospedante telial a P. deltoides y a P. xcanadensis, especies e hibridos interespecificos a
los que pertenecen todos los genotipos plantados en el Delta del Parand, no asi M.
xcolumbiana que desarrolla en los hibridos de P. xgenerosa que no se cultivan en la
region. Las parafisis asociadas a este tipo de esporas presentaron una pared de espesor
uniforme como las descriptas para M. medusae (Pei y Shag 2005).

En el arbolado urbano de las localidades cercanas a la zona nucleo forestal muestreadas
se encontraron 3 tipos de esporas, una de las cuales presenta las caracteristicas
descriptas en el parrafo anterior. Otro de los tipos de esporas encontradas, se obtuvo a
partir de uredosoros desarrollados sobre las hojas de ejemplares de P. nigra. Estas son
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elipsoides u oblongas, equinuladas con una region lisa en la zona apical (Figura 2.3).
Estas esporas presentaron a su vez un pronunciado engrosamiento de la pared celular en
la region ecuatorial que les otorga una figura en forma de hueso vistas al microscopio
Optico, mientras que las paréfisis asociadas presentaron paredes mas gruesas que las
anteriores y con un engrosamiento en la region del apice.

Entre las especies de Melampsora descriptas, tres presentan equinulaciones con una
region lisa en la zona apical, M. larici-populina, M. alli-populina y M. multa. De estas
M. larici-populina es la Unica que presenta de manera constante un engrosamiento
ecuatorial de la pared celular (Pei y Shag 2005, Pinon comunicacion personal). Las
esporas de M. larici-populina son en promedio mas largas y levemente mas angostas
que las de M. medusae (Tabla 2.3). Por otro lado, es la especie de roya mas
ampliamente distribuida a nivel internacional y se presenta en casi todas las especies y
todos los lugares en donde se desarrolla el alamo (Spiers y Hopcroft 1994, Cellerino
1999, Pei y Shag 2005).

El altimo tipo de uredosporas se encontrd solamente en ejemplares de P. alba utilizado
en nuestro pais como planta ornamental. Este tipo de esporas son méas redondeadas
(Tabla 2.3) y totalmente equinuladas.

Tabla 2.3 Dimensiones de los tipos de esporas encontradas en Delta del Parana y ciudades cercanas

Dimensiones de las uredosporas (um=10" mm)

Longitud Ancho
Media Rango Media Rango
M. medusae 28,6 23,0-317 16,1 14,0 - 20,5
M. larici- populina 32,0 26,9 — 36,6 15,9 12,7-18,9
M. populnea 15,2 10,0 -18,3 14,2 10,0 - 16,9

Fig. 2.3 Izquierda) Esporas equinuladas de Melampsora larici-populina con una regidn lisa en
la zona apical. Derecha) Esporas totalmente equinuladas del complejo M. populnea
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Hay cuatro especies que responden a estas caracteristicas M. larici-tremulae, M.
magnusiana, M. pinitorqua, M. rostrupii y dado que se distinguen Unicamente por el
hospedante alternativo algunos autores han adoptado el criterio de agruparlas bajo la
denominacion de M. populnea (Figura 2.3).

Algunos autores también han considerado a M. aecidioides y M. pulcherrima como
parte de este complejo (Vialle et al. 2011) pero las dimensiones de las uredosporas de
estas especies son mayores a las halladas en este estudio.

2.3.2. Tratamientos quimicos para el control de la roya del alamo

Las primeras pustulas (signos de la enfermedad) comenzaron a manifestarse a principios
de enero, llegando a su maxima expresion sobre fines del mismo mes (Figura 2.4). El
nivel de infeccion se encontr6é asociado con las temperaturas registradas en la central
meteoroldgica de la E.E.A. Delta del Parana. Durante el mes de diciembre se registraron
temperaturas moderadas (entre 15 y 20 °C) que permitieron el inicio de la enfermedad.
En un principio el nimero de pustulas se incrementd lentamente posiblemente debido a
una baja cantidad de inéculo, manteniéndose mas o menos estable en los dias siguientes,
coincidiendo con un pico de altas temperaturas registrado durante la primera semana de
enero. Durante la segunda semana de enero bajaron las temperaturas y se volvieron a
dar las condiciones favorables para la infeccion, ahora con mas esporas en el ambiente,
lo cual condujo al pico de ataque observado hacia fines de enero. A partir de la segunda
semana de febrero y hasta mediados de marzo, cuando las condiciones de humedad
aumentaron, se registraron solamente dos dias con temperaturas de alrededor de 20 °C y
consecuentemente la intensidad del ataque cayo bruscamente.
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Fig. 2.4 Numero promedio de pustulas por centimetro cuadrado de la hoja mas
atacada sin sintomas de necrosis de 10 plantas de los clones P. deltoides “151-
68 y “Stoneville 71” a lo largo del ciclo estival

En cuanto al control de la roya del alamo mediante la aplicacion de funguicidas, los
resultados indican que ambos productos resultaron altamente efectivos en los tres clones
evaluados (‘Catfish 2’, “151-68” y “Stoneville 71”) y presentaron tanto efectos
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curativos como preventivos. Las plantas pulverizadas se mantuvieron sanas hasta los 18
dias de la aplicacién de los funguicidas, salvo en el clon ‘Catfish 2’ tratado con
Tebuconazole en donde se contabilizaron solamente 23 pustulas por hoja en
comparaciéon con las 1045 registradas en los testigos (Tabla 2.4, Figura 2.5), este
comportamiento resultd similar en los ensayos de dosis y esquemas de pulverizacion.
Ambos productos fueron capaces de proteger las hojas existentes en el momento de la
pulverizacion, siempre y cuando el grado de avance de la enfermedad no hubiera
desencadenado el proceso de senescencia. También se logré una adecuada proteccion de
las hojas expandidas durante las tres semanas posteriores a la aplicacion.

Tabla 2.4 Numero promedio de pustulas por hoja contabilizadas a los 18 dias de inicio
del ensayo en parcelas tratadas con funguicida y en el control sin tratar

Testigo Catfish 2 St. 71 151-68
sin pulverizar  Folicur  Alto 10  Folicur Alto 10  Folicur  Alto 10
1045 23 0 0 0 0 0

Fig. 2.5 Hoja de 4lamo no tratada con numerosas pustulas de roya en la cara abaxial al
frente y tratada con funguicidas (sin sintomas de la enfermedad) atras

Se observé una marcada reduccién del crecimiento de las hojas en desarrollo durante la
pulverizacion en el tratamiento con cyproconazole utilizando una dosis de 22,0 g pa /hl.
Las hojas presentaban ademas un aspecto coriaceo e importantes ondulaciones en los
bordes (Figura 2.6).



Marca indicando el
follaje en desarrollo
al momento de
realizar la aplicacion.

Fig. 2.6 Extremo apical de una guia de “Stoneville 71” en donde se destaca la presencia de
hojas coriaceas con bordes ondulados y reduccion de tamafio, compatibles con sintomas de
toxicidad, observadas en los tratamientos de pulverizacidn realizados con cyproconazole
utilizando una dosis de 22.0 g pa /hl

Tabla 2.5 Numero promedio de pustulas en la hoja mas atacada sin sintomas de
necrosis y presencia de sintomas de toxicidad en las hojas en desarrollo al momento
de la aplicacion evaluados a las 3 semanas del tratamiento de dosis de cyproconazole

g de pa/hl Pustulas/cm? Toxicidad
22 0,4 Si
16 0,2 Si
10 1,2 No
6 1,1 No

Control 14.0 No

22

Estas modificaciones morfoldgicas, compatibles con efectos de fitotoxicidad, no fueron
observadas ni en las hojas que se encontraban totalmente expandidas ni en las
desarrolladas con posterioridad a la aplicacién. Tampoco se encontraron estos tipos de
cambios morfoldgicos en el testigo. Este efecto fue corroborado en el ensayo de dosis
con cyproconazole, en el cual también se observd que con 16 gramos de pa/hl estos
sintomas eran menos marcados y desaparecian a dosis menores. En todos los casos se
logré una reduccion marcada del nimero de pustulas con respecto al testigo (Tabla 2.5).
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En el ensayo de fechas de aplicacion se observaron importantes diferencias en el
nimero de pustulas presentes a los 21 dias de la primera fecha del tratamiento entre
hojas totalmente expandidas de similar edad en plantas tratadas (3 pUstulas /cm?) y no
tratadas (73 pUstulas/cm?). Estas diferencias entre hojas tratadas y no tratadas influyen
directamente en el estado general de la planta, ya que mientras las plantas tratadas
presentan un follaje verde oscuro, las plantas no tratadas comenzaron a amarillar y a
defoliarse anticipadamente. Para la segunda fecha de aplicacion también existieron
diferencias entre las hojas de las plantas tratadas (sin puastulas) y no tratadas (99
pUstulas/cm?). El aspecto general de las plantas dependi6 de si éstas habfan recibido o
no el tratamiento en la primer fecha. Las plantas que habian recibido dos tratamientos se
mantuvieron sanas, mientras que las plantas que recibieron solamente el tratamiento de
la segunda fecha se mantuvieron verdes solamente en el tercio superior de la planta, ya
que no pudo evitarse la defoliacion del tercio inferior y medio debido al avance de la
enfermedad al momento de aplicacion del tratamiento. Los resultados de la tercera
aplicacion no presentaron diferencias significativas entre el follaje tratado y el no
tratado en donde se contabilizaron 4 y 7 pUstulas/cm? respectivamente. Las plantas que
recibieron tres pulverizaciones durante la temporada de crecimiento mantuvieron las
hojas sanas mientras que los testigos sin tratar presentaron altos niveles de defoliacion.

2.4. Discusion

Los resultados de los estudios morfologicos realizados en muestras de esporas y
paréfisis de las hojas recolectadas en el Delta del Parand indican que la especie
difundida en las plantaciones y estaqueros comerciales y en los bancos clonales del
Programa de Mejoramiento de Alamo del INTA es M. medusae, mientras que en la
zonas aledarias al Delta se encuentran también M. larici populina y M. populnea.

Dada la presencia de M. larici populina en hojas de arboles de P. nigra establecidos en
las cercanias del Delta no se puede descartar la ocurrencia ocasional de esta especie en
la region, debido a que las esporas de la roya pueden ser difundidas por el viento a
grandes distancias desde el arbol en donde se producen (Nagarajan y Singh 1990, Barres
et al. 2008) y que esta especie tiene como hospedante telial a alamos de la seccién
Aigeiros (P. nigra, P. deltoides, P. fremontii, P. x canadensis), Tacahamaca (P.
angustifolia, P. balsamifera, P. ciliata, P. koreana, P. laurifolia, P. maximowiczii, P.
suaveolens, P. simonii, P. ussuriensis, P. trichocarpa) y Leucoides (P. lasiocarpa, P.
wilsonii) (Vialle et al. 2011) entre los que se encuentran los cultivados en el Delta. Por
lo tanto estos arboles aislados constituyen un riesgo para el desarrollo de nuevas
epifitias. Este no seria el caso de las esporas del complejo de M. populnea que parasitan
arboles de P. alba, P. trémula y P. canecens que no se cultivan en la region.
Independientemente de la especie, la evolucion de la enfermedad depende de la
tolerancia de los genotipos utilizados, la virulencia del patdgeno, las condiciones
ambientales y el microclima a nivel del follaje (Frey et al. 2005, Toome et al. 2010). Las
esporas que se depositan sobre las hojas de los alamos logran germinar y penetrar los
estomas con temperaturas de alrededor de 20 °C y entre 2 y 12 horas de humedad sobre
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las hojas (Pinon et al. 2006). Por lo tanto en veranos secos y calurosos el desarrollo de
la enfermedad es limitado (Hsiang et al. 1993). Sin embargo, la falta de lluvias o las
altas temperaturas maximas registradas durante la temporada estival no constituyen una
limitante siempre que, al menos aun durante la noche, se alcancen las condiciones
Optimas (Krzan 1980).

En el conteo de pustulas realizado en los clones P. deltoides “151-68” y “Stoneville 717
a lo largo del ciclo estival se observa que el pico de la enfermedad se dio entre fines de
enero y principios de febrero coincidiendo con el desarrollo de las condiciones 6ptimas
para la germinacion e infeccion por parte de las esporas, garantizandose de este modo
las infecciones naturales en los ensayos de control de roya con funguicidas.

Nuestros resultados indican que ambos funguicidas ensayados son efectivos en el
control de la roya del alamo, lo cual concuerda con los resultados de Boudier (1992);
Khan (1994), y May de Mio y Ruaro (2008). Para el caso del tebuconazole la dosis de
25.8 g de principio activo por hectolitro de agua, recomendada por el fabricante para
otros cultivos, resultd también adecuada para el caso del alamo. Por otro lado, esta dosis
resulta menor a la utilizada en los experimentos realizados en Brasil (May De Mio y
Ruaro 2008) y en Italia (Giorcelli et al. 2012), lo cual resulta de gran importancia dado
que el Delta es un humedal y este producto puede resultar toxico para organismos
acuaticos de acuerdo a los datos presentados en la hoja de seguridad del producto.

Para el caso del cyproconazole nuestros resultados indican que una dosis de 10 g de
pa/hl resulta suficiente para controlar el desarrollo de la enfermedad sin provocar
alteraciones morfoldgicas en las hojas y que dosis mayores del producto resultan toxicas
para las hojas en desarrollo. Este efecto no se encuentra documentado en la bibliografia.
Los resultados obtenidos en el ensayo que combina diferentes fechas de pulverizacion
indican que el momento de aplicacion resulta de vital importancia para el control de la
enfermedad durante el ciclo del cultivo. Los tratamientos realizados el 15 de enero y el
5 de febrero lograron controlar la enfermedad reduciendo sustancialmente el nimero de
pustulas (73 a 3y 99 a 0 pustulas por centimetro cuadrado respectivamente), evitando la
defoliacion anticipada y manteniendo las plantas en un estado saludable hasta el otofio.
En cambio el tratamiento realizado el 20 de febrero no fue capaz de evitar el normal
desarrollo de la enfermedad, el numero de pustulas fue similar en ambos tratamientos y
las plantas perdieron buena parte del follaje anticipadamente. Asimismo las
pulverizaciones realizadas en una de las dos primeras fechas pero no en ambas no
lograron evitar la caida del follaje no protegido, el cual se encontraba en el tercio
inferior o en el tercio medio segun la fecha de aplicacién. Con respecto al intervalo
entre pulverizaciones un periodo de tres semanas resulté adecuado para mantener las
plantas libres de roya y evitar la defoliacion anticipada. Este intervalo es mayor al
propuesto por Giorgelli y Vietto (1995) pero concuerda con los resultados de Spiers
(1975).

En base a estos resultados podemos sugerir que para lograr un efectivo control de la
enfermedad se deben iniciar los tratamientos al principio de la temporada estival tan
pronto como comienzan a observarse pequefias manchas cloroticas sobre la superficie
de las hojas, las cuales se corresponden con la posterior aparicion de las pustulas sobre
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la cara inferior. Dada la influencia de la temperatura y el rocio sobre el desarrollo de la
enfermedad (Spiers 1978, Pinon et al. 2006) resultaria conveniente tener en cuenta los
prondsticos meteoroldgicos para determinar la necesidad de nuevas pulverizaciones. Si
el verano es seco y caluroso, con temperatura minimas altas una pulverizacion
temprana, realizada en el momento oportuno, puede ser suficiente para controlar la
enfermedad. Sin embargo, si las temperaturas permanecen bajas (entre 15 y 20 °C) sera
necesario realizar mas tratamientos. Esto es coincidente con los resultados obtenidos por
Giorgelli y colaboradores (2012).

Reducir al minimo el nimero de pulverizaciones necesarias para lograr el control de la
enfermedad resulta de gran importancia no solamente por el costo de la misma, sino
también para reducir los efectos negativos sobre el ambiente, lo cual es particularmente
importante en un ambiente fragil como el humedal del Delta del Parana.

2.5. Conclusiones

e La especie de roya ampliamente difundida en la zona nucleo del Delta del Parana
en donde se desarrolla esta tesis pertenece a la especie M. medusae.

e Existen otras especies de importancia econdmica, como M. larici populina, en
areas cercanas al Delta del Parana capaces de atacar a las plantaciones.

e Los dos funguicidas sistémicos evaluados (tebuconazole y cyproconazole) son
efectivos en el control de la roya del alamo.

e Las dosis de principio activo recomendadas son de 25,8 g/hl para el tebuconazole
y de 10 g/hl para el cyproconazole, dosis mayores de este Gltimo producto resultan
toxicas para las hojas en desarrollo.

e Es necesario conocer la biologia del patdgeno y las condiciones del microclima en
donde se desarrolla el follaje para lograr un efectivo control con el menor nimero
de pulverizaciones.

e La primera aplicacidon debe realizarse cuando se detectan las primeras manchas
cloréticas en hojas totalmente expandidas del tercio superior y debe repetirse cada
tres semanas salvo que las condiciones para la infeccion de las esporas sean
desfavorables.



CAPITULO3: EFECTO DE LA ROYA SOBRE LA
DINAMICA FOLIAR, LA FpTOSiNTESIS Y LA
RETRASLOCACION DEL NITROGENO



27

3.1. Introduccién

El crecimiento y la productividad de los arboles dependen en gran medida del area
fotosintéticamente activa provista fundamentalmente por las hojas. La fecha de
brotacion en primavera y de entrada en reposo en otofio; el plastocrono; la tasa de
expansion foliar, y la duracion y eficiencia de la actividad fotosintética a lo largo de la
estacion de crecimiento afectan la cantidad de carbono que puede ser fijado y por ende
el crecimiento del arbol (Van Volkenburgh y Taylor 1996). A su vez, las plantas estan
sometidas a una variada gama de tipos de estrés que interfieren sobre sus procesos
fisioldgicos, restringiendo el crecimiento y el desarrollo de las mismas (Kozlowski et al.
1991). Entre los efectos més notorios causados por muchos factores de estrés se
encuentran la muerte y la abscisién prematura de las hojas.

Varios trabajos sefialan que la roya provoca este tipo de dafio en el dlamo (May de Mio
et al. 2006, Sivakumaran y Mclvor 2010, Ostry y Juzwik 2012) y otras especies de
importancia economica, ya sean herbaceas (de Jesus et al. 2001, Huang y Gill 2001,
Adee et al. 2005, del Ponte et al. 2006) o lefiosas (Bertrand 2000, Arguedas 2004,
Martinez Revol 2004). La pérdida del follaje puede presentarse como un mosaico, ya
que las hojas de una misma planta poseen un nivel de susceptibilidad que varia tanto
espacial como temporalmente en funcion de la ontogenia foliar, siendo la transicion
‘destino-fuente’ un punto clave de este proceso (Jones 1983, Schultz 1983, Whitam
1983, Coleman 1986). En el alamo la mayor susceptibilidad de las hojas a la roya se da
cuando éstas se acercan a su maxima expansion, lo cual coincide con el momento de
aproximacion a la etapa de transicion ‘destino-fuente’ (Coleman 1986). Estas hojas se
ubican en la posicién 6 de la guia dentro del rango definido en base al indice de
plastocrono (del inglés Leaf Plastochron Index, LPI) (Larson y Gordon 1969, Larson y
Isebrands 1971, Isebrand y Larson 1973, Dickmann et al. 1975, Ceulemans y Impens
1979, Dickson y Larson 1981). En estadios previos, los altos niveles de fenoles y
proteinas (peroxidasas, quinasas, 1-3 glucanasas) presentes en el apoplasto (Gordon
1971, Dickson y Shive 1982, Schultz et al. 1982, Rhoades 1983, Johnson y Kim 2005) y
la mayor deposicién de pinocembrina sobre la superficie de la hoja (Curtis y Lersten
1974, Shain y Miller 1982, Johnson y Kim 2005) las protegerian del ataque del hongo.
También la ausencia de ceras superficiales y de maduracion de los estomas interfieren
en la elongacién de los tubos germinativos emitidos por las uredosporas (Manners
1993). Posteriormente, la susceptibilidad decrece a medida que se incrementa la edad de
la hoja, posiblemente debido a un inadecuado contenido de nitrégeno y azucares (Bell
1981, Mooney et al. 1983).

En sistemas biotroficos complejos que involucran a dos especies, un evento temprano
durante la infeccion desencadena una respuesta genética bastante rapida en cada
organismo que permite (reacciones compatibles) o impide (reacciones incompatibles) el
crecimiento del patogeno y el desarrollo de la enfermedad (Agrios 2005, Hacquard et al.
2011). En reacciones compatibles, una vez establecida la infeccion y a medida que el
hongo crece, se observa un cambio masivo en la expresion génica de las células del
vegetal (Schenk et al. 2000), de modo tal que cantidades crecientes de carbono y
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nitrégeno son metabolizados y dirigidos hacia las células del hongo (Mendgen y Hahn
2002, Panstruga 2003, Both et al. 2005, Rinaldi et al. 2007). Los genes relacionados con
las rutas metabolicas de la defensa ante patdgenos son pobremente inducidos y es
probable que la pérdida de la actividad fotosintética o de la integridad de la membrana
de los cloroplastos sean las sefiales que inicien el programa de senescencia foliar
(Quirino et al. 2000).

La senescencia foliar no es simplemente un proceso degenerativo, sino mas bien es un
proceso de reciclado de nutrientes hacia las nuevas hojas y los tejidos de
almacenamiento y/o reproductivos (Gan y Amasino 1997). La defoliacion afecta por dos
vias distintas el crecimiento: por un lado, la menor area foliar disminuye la
interceptacion de la luz y por ende la capacidad fotosintética del canopeo; por otro lado,
en plantas enfermas la senescencia (y abscision) de las hojas se puede producir con
niveles mas elevados de nutrientes que son retenidos por la biomasa fungica, tal como
se observd en trigo (van den Berg et al. 2007), disminuyendo la retranslocacion de
nutrientes a tejidos en crecimiento o tejidos de reserva (Silla y Escudero 2003). Sin
embargo, y a pesar de que representa uno de los mas importantes componentes de este
patosistema, la defoliacidn ha recibido poca atencion aun cuando se encuentra altamente
correlacionada con el nivel de infeccion (Hamelin et al. 1993, May de Mio y Ruaro
2008).

Asimismo, si bien se ha reportado la represion de genes asociados a la fotosintesis
(Miranda et al. 2007, Azaiez et al. 2009) no se han reportado mediciones de fotosintesis
en plantas de alamo infectadas por roya (Major et al. 2010).

El presente capitulo tiene por objetivos evaluar el efecto de la roya del alamo sobre 1) la
dindmica foliar y la actividad del aparato fotosintético, y su persistencia temporal y 2) la
redistribucion de nitrogeno (N) desde las hojas senescentes en plantas infectadas.

La hipotesis a contrastar son 1) la roya afecta la dindmica foliar (disminuye la duracion
de las hojas y aumenta el nimero de hojas caidas) de manera diferencial segun el
genotipo: los clones mas ramificados compensan mejor la caida de hojas causada por la
roya a traves de una mayor tasa de formacion de nuevas hojas y 2) la infeccion por roya
reduce la fotosintesis de las hojas enfermas y 3) las hojas infectadas por roya caen con
mayores niveles de nitrogeno.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Generalidades del ensayo

Este estudio se realiz6 en un ensayo instalado sobre un terreno protegido por un dique
total en la E.E.A. Delta del Parana (Lat.: 34° 10' 31" S, Long.: 58° 51' 43" O) (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1 Vista parcial de la E.E.A. Delta del Parana-INTA indicando el lugar de instalacion del ensayo

Para determinar las caracteristicas del suelo se realizd6 una calicata y se tomaron
muestras en cada una de las capas encontradas. Las muestras fueron enviadas al
Laboratorio Nacional de Investigaciones y Servicios de N-15 (CONICET-Universidad
Nacional del Sur) para su analisis.

De acuerdo con las claves para la taxonomia de suelos desarrolladas por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Soil Survey Staff 2010), el suelo
pertenece al orden de los entisoles, suborden aquente y al gran grupo de los
endoquentes. Las caracteristicas quimicas y texturales corresponden a un perfil tipico
del Bajo Delta del Parana (Tabla 3.1, Fig. 3.2). Los niveles de fertilidad son aceptables
para el crecimiento de especies forestales, aunque la capacidad de intercambio catiénico
(CIC) vy las concentraciones de nitrégeno (N) y de fosforo disponible son bajas. En todo
el perfil el pH se encuentra dentro de los suelos moderadamente acidos y sin
limitaciones salinas.

Tabla 3.1 Caracteristicas quimicas y fisicas del perfil de suelo donde se ubicd el ensayo (0-1 m)

Capa | Profundidad I(\gl AJ(; N (E%al P dz:ch):)l ble (mecl:ll(c):o 9 PH ( dCS:/Em) Clase textural
1 0-27 6,4 0,3 82 18,2 55 0,8 Franco limoso
2 27-41 51 0,3 1,3 16,4 59 0,6 Franco arcillo limoso
3 41-92 2,8 0,1 1,0 16,6 59 1,6 Franco limoso
4 92-100 0,5 0,0 2,3 9,4 6,0 3,1 Franco limoso
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Fig. 3.2 Vista del perfil del suelo en donde se establecié el ensayo de 0-1 m de profundidad con las
correspondientes capas (C) diferenciadas segun color y textura

El lote habia sido utilizado para la multiplicacion de clones del Area de Mejoramiento
de la E.E.A. Delta por varios afios y luego abandonado, por lo cual fue necesario
eliminar los tocones existentes, tarea que se realizd con un afio de anticipacion a la
instalacion del presente ensayo. Durante ese ultimo afio se realizaron dos pasadas con
una rastra de discos, dos con un rotovacter y finalmente se terminé con una rastra de
dientes. Una vez preparado el suelo se acondicionaron 27 parcelas (unidades
experimentales) con un mulching de plastico negro de 100 um de espesor. Entre parcela
y parcela se dejaron calles de 4 metros de ancho para facilitar las tareas de
pulverizacion.

Como material vegetal se utilizaron estacas de 60 centimetros de largo y seccion
homogénea tomadas a alturas similares de guias de afio de tres clones de P. deltoides
Marsh ‘Australiano 106/60°, ‘I 72/51” y “Stoneville 109”, cultivados en los estaqueros
de la Asociacion Cooperadora E.E.A. Delta del Parana-INTA, que presentaban
visualmente distinto comportamiento frente al ataque de M. medusae, agente causal de
la roya del alamo en las plantaciones del Delta del Parana. Los clones ‘I 72/51° y
“Stoneville 109” son conocidos a nivel internacional como ‘Onda’ y ‘Bolivar Belle’
respectivamente.

Tanto el ‘Australiano 106/60° como el “Stoneville109” fueron introducidos al pais por
Guillermo Mosquera de la Compafiia General de Fésforos Sudamericana S.A. en 1972
(Borodowski y Suarez 2004). El primero de ellos corresponde a una seleccion realizada
dentro del Programa de Mejoramiento de la Universidad Nacional de Australia, a partir
de una poblacion de semillas proveniente de Texas (Pryor y Willing 1982); mientras
que el segundo proviene de una plantula recolectada en un banco de arena del condado
Bolivar en Mississippi (Lat.: 33° 47" N, 91° O) y seleccionada en la Southern Research
Station del USDA Forest Service, ubicada en la localidad de Stoneville, Mississippi
(Mohn et al. 1970).
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El clon ‘T 72/51° fue seleccionado en 1948, en la Unita di Ricerca per le Produzioni
Legnose Fuori Foresta (ex-Istituto di Sperimentazione per la Pioppicoltura) de Casale
Monferrato, Italia, a partir de semillas provenientes de un cruzamiento espontaneo de P.
deltoides var missouriensis, enviadas por el Prof. Scout S. Pauley de la Universidad de
Harvard (Barnéoud et al. 1982, Picco et al. 2007). Se introdujo al pais en 1952 y fue
rapidamente adoptado por los productores debido al excelente porte y a la calidad de su
madera, pero debi6 abandonarse en la década del ochenta por los intensos ataques de
roya (Borodowski y Suarez 2004).

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con 3 repeticiones para un arreglo
factorial de los 3 clones (‘Australiano 106/60°, ‘1 72/51” y “Stoneville 109”) y 3 niveles
de pulverizacién (1- Pulverizado durante los tres afios, 2- No pulverizado el primer afio-
Pulverizado el segundo afio-No pulverizado el tercer afio y 3- No pulverizado durante
los tres afios del ensayo), de 40 plantas por parcela (10 filas x 4 hileras), separadas a 80
X 80 centimetros. Las combinaciones de tratamientos de pulverizacion fueron
establecidas de modo tal que permitan estudiar el efecto acumulado de la roya sobre las
variables estudiadas a través de las distintas temporadas de crecimiento, asi como el
efecto sobre el crecimiento de la siguiente temporada (rebrote) cuando se controla la
enfermedad mediante pulverizacion con funguicida sélo un afio, tal lo realizado en el
tratamiento No pulverizado-Pulverizado-No pulverizado. Para la asignacién de los
tratamientos a las distintas parcelas se utiliz6 el programa Proc Plan del paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System) version 9.2. Para el registro de datos
correspondientes a las distintas variables bajo analisis se seleccionaron, en forma
aleatoria dentro de estas parcelas experimentales, el numero de plantas indicadas en
cada seccion, dado que algunas determinaciones requerian la destruccién del material
experimental.

Para mantener las parcelas libres de roya se aplicé tebuconazole, en una dosis de 25.8 ¢
de principio activo por hectolitro de agua hasta punto de goteo, utilizando una
pulverizadora a motor de mochila. Las primeras aplicaciones se realizaron al final de
diciembre ante la aparicién de las primeras pustulas y las restantes con un intervalo de
tres semanas a lo largo de cada estacion de crecimiento. Durante la pulverizacion las
parcelas fueron aisladas con mamparas de plastico construidas para tal fin (Fig. 3.3).

El ataque de roya fue monitoreado quincenalmente durante todo el ciclo de crecimiento,
contabilizando el nimero de pustulas por centimetro cuadrado en una muestra de 10
hojas tomadas al azar entre las mas atacadas, para cada afio, clon y nivel de
pulverizacion. Se tomo este parametro dado que la severidad resulta un mejor indicador
del nivel de ataque que la incidencia (May De Mio et al. 2006).
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Fig. 3.3 Vista general de la tarea de pulverizacion

3.2.2. Dinamica foliar

Para evaluar la dindmica foliar, todas las hojas correspondientes a las guias y las ramas
de 4 plantas por parcela durante el primer afio del ensayo y de 2 plantas por parcela
durante el segundo afio, fueron numeradas correlativamente desde la base hacia el apice
cada 15 dias. Se contd el nimero de hojas totalmente expandidas y el nimero de hojas
caidas (faltantes en guias y ramas) para cada intervalo de fechas estudiado, y se midio el
largo y el ancho méaximo de cada lamina foliar. Durante el tercer afio se monitoreé la
aparicion y la caida de hojas en 2 plantas por parcela cada 15 dias. Con estas variables
se calcul6 el namero de hojas presentes como nimero de hojas totalmente expandidas
menos el numero de hojas caidas para cada intervalo de fechas estudiado.

Para determinar el &rea foliar se dibujé, en papel de 75 gr/m? el contorno de 300 hojas
elegidas al azar dentro de cada clon y nivel de pulverizacion durante el primer afio. Las
imagenes fueron recortadas y pesadas en una balanza de precision Ohaus Explorter
(Capacidad maxima = 150 g, Precisién = 0,1 mg). Las mediciones realizadas en 150 de
estas hojas fueron utilizadas para ajustar una funcion, mediante andlisis de regresion
multiple, para estimar el area foliar de cada clon y nivel de pulverizacion en base al
largo y el ancho méaximo de la hoja (Montgomery et al. 2002). En los casos en que no
existian diferencias en las funciones obtenidas para los distintos niveles de
pulverizacion al 5 % se ajusto una funcidn por clon. Las funciones obtenidas (Tabla 3.2)
se validaron con las 150 hojas restantes. En todos los casos se comprobo el
cumplimiento de los supuestos necesarios para el analisis de regresion multiple.
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Tabla 3.2 Funciones de ajuste para la estimacion del area foliar. L: largo de la lamina, A: ancho maximo,
CME: Cuadrado Medio del Error, R?: Coeficiente de determinacion expresado en porcentaje.

Clon Funcién de ajuste CME R?

Australiano 106/60 (AF)¥2 = -0,20621 + 0,31162 L + 0,58099 A 0,0724 99,58
| 72/51 Pulverizado (AF)? =-0,10470 + 0,30997 L + 0,60344 A 0,0699 99,30
I 72/51 No Pulverizado (AF)Y = -0,26494 +0,30997 L + 0,60344 A 0,0699 99,30
Stoneville 109 (AF)?=-0,02868 + 0,32406 L + 0,54709 A 0,0721 99,37

A fin de poder contemplar la correlacion a lo largo del tiempo (afios y/o fechas) todas
las variables relacionadas con la dindmica de las hojas fueron analizadas mediante
modelos mixtos (Mc Culloch y Searle 2001). La estructura de covarianza de los datos
fue elegida mediante el criterio de Akaike y en la mayoria de los casos el modelo
autorregresivo de orden uno [AR (1)] resulto ser el mas adecuado. Cuando se detectaron
diferencias significativas en las interacciones, se efectu6 un analisis de los tratamientos
y las fechas evaluadas por cada clon y afio del ensayo. Para detectar diferencias entre
medias se utilizd la prueba de comparacion de Tukey. Todos los analisis fueron
realizados utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System) version
9.2.

3.2.3. Intercepcion de la luz

Para evaluar el efecto de la roya sobre la capacidad de interceptar la luz se midié la
fraccion de la radiacién fotosintéticamente activa (RFA, 400-700 nm) interceptada por
el dosel de los clones ‘Australiano 106/60° ¢ ‘I 72/51° a diferentes alturas en parcelas
pulverizadas y no pulverizadas durante una temporada de crecimiento. El clon
“Stoneville 109”, como se explica posteriormente en los resultados, presenté problemas
de toxicidad al tratamiento del funguicida y por esta razén no fue considerado.

Las mediciones fueron realizadas con un ceptometro de la firma Cavadevices que
integra el flujo de fotones por unidad de area recibido en un metro lineal.

Se evaluaron un total de 16 parcelas entre las 11 y las 14 horas de dias calmos y
despejados en 6 fechas, iniciando las mediciones antes de la aparicién de las primeras
pustulas en enero (Dia Juliano 5) y finalizando al inicio de la defoliacion otofial en
mayo (Dia Juliano 130). El intervalo entre mediciones varié entre 15 y 30 dias, con dos
mediciones durante enero y una medicion en cada uno de los meses subsiguientes. En
cada parcela y a intervalos de 1 metro desde el suelo hasta alcanzar el limite superior del
dosel, se realizaron 4 mediciones, distanciadas a 90° rotando el ceptémetro 360°. Estas
ultimas cuatro mediciones fueron promediados para estimar la luz incidente en las
diferentes alturas consideradas.

Se evaludé ademas la luz incidente en areas abiertas de los alrededores del ensayo, al
iniciar, promediar y finalizar las tareas de registro de datos de las parcelas evaluadas, a
fin de tener una estimacién de la luz incidente sobre la plantacién.
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Para contemplar la correlacion a lo largo del tiempo y de las alturas de medicion se
utiliz6 un modelo mixto. Con el objeto de hacer comparables las mediciones efectuadas
en distintas fechas se las expreso en funcion de la radiacion incidente sobre el cultivo
para la fecha correspondiente.

Finalmente, para establecer la relacion entre la luz incidente y el area foliar para las
diferentes alturas entre los distintos clones y tratamientos, se estimo el area foliar
acumulada desde el &pice hasta cada altura evaluada a través de las fechas estudiadas en
dos plantas por parcela en cada una de las repeticiones de los tratamientos evaluados, tal
como se describid en el punto 3.2.2. La relacidn entre ambas variables fue determinada
por correlacion. Asimismo, se calcularon las pendientes de regresion estimadas. Luego
se compararon estas pendientes mediante analisis de regresion que incluye variables
categoricas (clones, y tratamientos para cada uno de los clones).

3.2.4. Clorofilay fotosintesis

En el mes de marzo del primer afio del ensayo se evalu6 la concentracion de clorofila en
una muestra de 15 hojas por cada clon y nivel de pulverizacion. El muestreo se
estandariz6 tomando la hoja nimero 10 desde el &pice de cada planta.

Se determind el area foliar y el peso seco de cada hoja. Con estos parametros se calculd
el peso foliar especifico. A fin de determinar la concentracion de clorofila se realizaron
6 mediciones distribuidas uniformemente en cada hoja con el SPAD-502 (Minolta). La
concentracion de clorofila se determind también espectrofotométricamente luego de una
extraccién a partir de discos de 0,20 cm? con 1 ml de N-N-dimetilformamida. La
concentracion de clorofila se calcul6 segln Inskeep y Bloom (1985).

Durante el pico del ataque de la roya del segundo afio del ensayo se repitio la evaluacion
de clorofila con el SPAD-502 y se midi¢ la fotosintesis neta a saturacion de luz (Asat) a
una concentracion de CO,= 360 ppm con un sistema IRGA CIRAS-2 (PPSystems),
utilizando muestras de hojas sanas y enfermas de los clones ‘I 72/51° y ‘Australiano
106/60°. La respiracion en la oscuridad (R) se midi6é solamente en el clon ‘I 72/51°. La
tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) se evalud con un medidor modulado
de fluorescencia de la clorofila FMS2 (Hansatech) en hojas sanas y enfermas de ambos
clones.

Finalmente al inicio del mes de diciembre del cuarto afio de ensayo, cuando ain no se
habia presentado la enfermedad, se evalué la concentracién de clorofila con el SPAD-
502 en una muestra de 30 hojas de los clones ‘I 72/51° y Australiano 106/60” en
parcelas que habian sido mantenidas sanas mediante pulverizacion y en plantas que
habian presentado marcados sintomas de la enfermedad durante las tres temporadas
consecutivas anteriores a la medicion. Al igual que para las evaluaciones de
intercepcion de luz el clon “Stoneville 109” no fue considerado

Para detectar diferencias entre medias se utiliz6 la prueba de comparacién de Duncan o
Tukey. Todos los analisis fueron realizados utilizando el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis System) version 9.2.
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3.2.5. Nitroégeno

Para evaluar en qué medida la roya afecta el reciclado del nitrégeno se determind la
concentracion del mismo en hojas sanas y enfermas de los clones ‘I 72/51° y
‘Australiano 106/60” durante el verano cuando se encontraban aln verdes, en el otofio
justo antes de la caida, asi como en cepas Yy raices durante el periodo de reposo en el
invierno. Al igual que para las evaluaciones de intercepcion de luz, clorofila y
fotosintesis, el clon “Stoneville 109” no fue considerado

A fin de estandarizar la edad de las hojas tomadas durante el verano, se muestrearon las
ubicadas en la misma posicion con respecto al apice. Para garantizar la finalizacion del
periodo de translocacion de nutrientes en las hojas tomadas en el otofio se consideraron
aquellas que habian formado la capa de abscision y se desprendian de la guia ante la
mas leve presion sobre el peciolo. En ambos casos las hojas fueron identificadas,
medidas (largo y el ancho méximo de la 1dmina) y llevadas a peso seco.

Para muestras de cepas se tomd al azar una rodaja de la misma en parcelas pulverizadas
y no pulverizadas de ambos clones.

Para las muestras de raices se eligieron al azar 4 plantas por parcela y se tomaron 4
muestras de suelo a 20 cm de cada cepa, elegida en dos direcciones perpendiculares
entre si, con un cilindro de 8,5 cm de diametro y 15 cm de largo. En cada muestra se
descartaron los primeros 5 cm de suelo y se colectaron las raices del resto del suelo.
Dado que el sistema radical del género Populus se desarrolla entre los 5 y 20 cm de
profundidad (Pregitzer y Friend, 1996), se esperaba que las muestras contuvieran una
adecuada cantidad de raices para realizar las evaluaciones previstas. Las raices fueron
lavadas, divididas en dos grupos (mayores a 5 mm y menores a 5 mm de didmetro) y
Ilevadas a peso seco.

Las muestras de hojas tomadas durante el verano se enviaron para su analisis al
Laboratorio de la Estacion Experimental de Balcarce del INTA. El resto de las muestras
fueron enviadas al Laboratorio Nacional de Investigaciones y Servicios de N-15
(CONICET-Universidad Nacional del Sur). Para la determinacion del porcentaje de
nitrégeno total se utilizé el método semi-micro Kjeldahl.

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM del paquete estadistico
SAS (Statistical Analysis System) version 9.2. Para la diferencia entre medias se
empled la prueba de Tukey.

3.3. Resultados
3.3.1. Evolucioén del ataque de roya

Las primeras pustulas comenzaron a manifestarse en la Gltima semana de diciembre. La
severidad de la enfermedad no solamente varié a lo largo del ciclo de crecimiento, sino
también a través de los afios y el genotipo empleado. El clon ‘I 72/51° fue méas atacado
en enero, especialmente durante la segunda quincena, mientras que el ‘Australiano
106/60° lo fue durante febrero. Durante el tercer afio ambos clones fueron més atacados
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que en las temporadas anteriores (Fig. 3.4). El “Stoneville 109 presentd niveles de
ataques inferiores durante los tres afios estudiados. Las parcelas tratadas con el
funguicida se mantuvieron libres de pustulas durante todo el periodo vegetativo.
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Fig. 3.4 Distribucion del ataque de roya por clon durante tres temporadas consecutivas

3.3.2. Dinamica foliar

3.3.2.1. NUmero de hojas

En el analisis conjunto de la variable hojas desarrolladas durante el ciclo de crecimiento
se detectd interaccién entre clones y tratamientos (F=4,68; P=0,0118) y entre
tratamientos a través de los afos (F=4,45; P=0,0115), se decidié entonces realizar un
analisis de los resultados por afio, a fin de poder comparar el comportamiento de los
distintos clones dentro de cada afio. Este analisis no detectd interaccién entre clones y
tratamientos ni para el primer ni para el segundo afio del ensayo (F=0,31; P=0,5812 y
F=1,3; P=0,2864 respectivamente), no asi para el tercer afio en donde la respuesta al
tratamiento dependid del clon considerado (F=4,36; P=0,021).

El numero de hojas producidas por cada uno de los clones fue significativamente
distinto (Figura 3.5) y no se observaron diferencias entre plantas sanas y atacadas por
roya ni para el primer (F=44,92; P<0,0001 para clon y F=0,67; P=0,4302 para
tratamiento) ni para el segundo ciclo de crecimiento (F=43,41; P<0,0001 para clon y
F=0,99; P=0,3953 para tratamiento). Sin embargo durante el tercer ciclo de crecimiento,
las plantas del clon ‘Australiano 106/60° atacadas por roya, produjeron mayor nimero
de hojas que las sanas (F=13,45; P=0,0005), debido principalmente a una importante
proliferacion de ramitas laterales en la parte media de la planta (Figura 3.6).
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Fig. 3.5 Numero total de hojas generadas por planta al final del primer y segundo
ciclo de crecimiento para los clones Australiano 129/60°, “Stoneville 109” e ‘I
72/51’ considerando en conjunto plantas sanas y enfermas. Para cada afio diferentes
letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)
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Fig. 3.6 Numero total de hojas producidas por planta
para el clon ‘Australiano 106/60’ durante el tercer
ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Para la variable hojas caidas también se detectaron interacciones por lo cual se tomo el
mismo criterio de particion que para la variable hojas nuevas. Para el segundo y el tercer
afio del ensayo se incorpord ademas, un analisis de las hojas caidas a intervalos de 15
dias a partir del primero de enero. Este analisis permiti0 detectar interacciones entre
clones, tratamientos y fechas (F=1,45; P=0,0452), y entre tratamientos, afios y fechas
(F=1,93; P=0,0105) por lo cual estos resultados se presentan por clon y afio a través de
las fechas evaluadas.

El total de hojas caidas hasta mediados de marzo del primer afio, fecha de finalizacion
de las evaluaciones, resultd ser significativamente mayor en parcelas no pulverizadas
(con roya) que en parcelas pulverizadas (F=65,37; P=0,0001) (Figura 3.7)
independientemente del clon considerado.
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Fig. 3.7 Numero total de hojas caidas por planta en parcelas pulverizadas (sin roya) y
no pulverizadas (con roya) durante el primer ciclo de crecimiento. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Los clones ‘Australiano 106/60° y “Stoneville 109” perdieron en términos absolutos
mas hojas que el clon ‘I 72/51” (F=10.56; P=0.0023). Sin embargo, el porcentaje de
hojas caidas de los clones ‘Australiano 106/60° e ‘I 72/51° resultd similar,
diferencidndose entre planas sanas y enfermas pero no entre clones dentro de cada una
de estas categorias. En cambio, el clon “Stoneville 109” present6 el mismo porcentaje
de hojas caidas entre plantas sanas y enfermas (Figura 3.8).
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Fig. 3.8 Porcentaje de hojas caidas por planta hasta mediados de marzo en parcelas pulverizadas
y no pulverizadas de los clones ‘Australiano 106/60°, “Stoneville 109” e ‘I 72/51° durante el
primer ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Durante el segundo y tercer afio el clon ‘Australiano 106/60” perdié mas hojas durante
la primavera (antes de la aparicion de roya) y en el otofio, que durante el resto de la
temporada de crecimiento (F=29,73; P<0,0001 y F=26,84; P<0,0001 respectivamente),
y no hubo diferencias entre parcelas pulverizadas y no pulverizadas (F=0,71; P=0,8002
y F=1,19; P=0,299 respectivamente).

El clon ‘T 72/51° presentd diferencias en la cantidad de hojas caidas entre parcelas
pulverizadas (sanas) y no pulverizadas (con roya) segun la fecha analizada (F=4,36;
P<0,0001 y F=4,09; P<0,0001 para el segundo y el tercer ciclo de crecimiento
respectivamente). Las diferencias se dieron en primavera [hojas caidas totalizadas hasta
el 1 de enero (F=6,67; P=0,0027 y F=3,9; P=0,0267 para el segundo afio y tercer afio
respectivamente)] y en otofio [15 de abril (F=9,04; P=0,0004), 15 de mayo (F=25,14;
P<0,0001) y 30 de mayo (F=5,96; P=0,0048) para el segundo afio, y 30 de abril
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(F=9,04; P=0,0004), 15 de mayo (F=27,28; P<0,0001) y 30 de mayo (F=3,93;
P=0,0259) para el tercer afio]. Durante la primavera y hasta el primero de enero, antes
del inicio de un nuevo ciclo de la enfermedad y de la aplicacion de los tratamientos de
pulverizacion correspondientes a dicho afio, se cayeron mas hojas de las plantas
pulverizadas que de las no pulverizadas el afio anterior. Por otro lado, durante el
principio del otofio se cayeron mas hojas de las plantas de parcelas no pulverizadas (con
roya), mientras que durante mediados y fines del otofio se cayeron méas hojas de las
plantas pulverizadas (Tabla 3.3, Figura 3.9 y 3.10).

Tabla 3.3 NUmero de hojas caidas por planta en parcelas de ‘I 72/51” con distintos tratamientos
de pulverizacion para las fechas que presentaron diferencias significativas durante el segundo y
el tercer ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

No pulverizado

2% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
1 de enero 109 ab 70 ¢ 90 bc
15 de abril 42 a 13 b 63 a
15 de mayo 87 a 97 a 13 b
31 de mayo 29 a 45 a 3 b
No pulverizado
3% afo de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado
1 de enero 85 ab 102 a 66 bc
30 de abril 53 b 66 b 91 a
15 de mayo 125 a 49 b 45 b
31 de mayo 3B a 10 b 1 b
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Fig. 3.9 Numero de hojas caidas por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
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Fig. 3.10 Namero de hojas caidas por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

El clon “Stoneville 109” presento distinto comportamiento segun el afio considerado.
Durante el segundo afio, al igual que el clon ‘Australiano 106/60’, el “Stoneville 109”
perdi6 mas hojas durante la primavera y en el otofio que durante el resto de la
temporada de crecimiento (F=38,52; P<0,0001) y no hubo diferencias entre parcelas
pulverizadas y no pulverizadas (F=1,31; P=0,2159). En cambio, durante el tercer afio, al
igual que el ‘1 72/51°, el “Stoneville 109” presentd diferencias entre los tratamientos de
pulverizacion segun las fechas de evaluacion (F=5,94; P<0,0001). En el mes de abril se
observo una mayor caida de hojas en plantas de parcelas no pulverizadas (F=22,35;
P<0,0001), mientras que en el mes de mayo las parcelas pulverizadas presentaron
mayor caida de hojas [(F=20,44; P<0,0001) (F=4,22; P=0,0203 para el 15 y 31 de mayo
respectivamente) (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Numero de hojas caidas por planta en parcelas de “Stoneville 109” con
distintos tratamientos de pulverizacion para las fechas que presentaron diferencias
significativas durante el tercer ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

No pulverizado

3% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado

30 de abril 77 b 130 a 145 a

15 de mayo 123 a 60 c 83 b

31 de mayo 42 a 19 b 15 b

Al analizar el numero de hojas presentes, correspondiente al balance entre el nimero de
hojas totalmente expandidas y el nimero de hojas caidas a lo largo de la estacion de
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crecimiento, se detectaron interacciones entre clones, afos y fechas (F=1,69; P=0,0338)
y entre tratamientos, afios y fechas (F=1,67; P=0,0381), por lo cual estos resultados se
presentan también por clon y afio a través de las fechas evaluadas.

En el ‘Australiano 106/60’ la cantidad de hojas presentes por planta varié a lo largo de
la estacion de crecimiento pero no se detectaron diferencias entre tratamientos
[(F=26,91; P<0,0001), (F=0,57; P=0,9175), y (F=37,42; P<0,0001), (F=0,85; P=0,6442)
para fecha y tratamiento durante el segundo Yy tercer afio del ensayo respectivamente]
(Figura3.11y 3.12).
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Fig. 3.11 Ndmero de hojas presentes por planta en parcelas del clon ‘ Australiano 106/60’pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo afio de ensayo
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Fig. 3.12 Namero de hojas presentes por planta en parcelas del clon ‘Australiano 106/60” pulverizadas,
no pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer afio de ensayo
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En cambio el clon ‘I 72/51° present6 distinto comportamiento entre los tratamientos
segun la fecha considerada (F=4,58; P<0,0001). Durante el segundo afio se encontraron
diferencias entre los tratamientos desde la primera fecha evaluada y hasta mediados de
otofio [1 de enero (F=5,13; P=0,0094), 15 de enero (F=7,42; P=0,0015), 31 de enero
(F=7,49; P=0,0014), 15 de febrero (F=8,03; P=0,0009), 28 de febrero (F=7,55;
P=0,0014), 15 de marzo (F=8,19; P=0,0008), 31 de marzo (F=8,19; P=0,0008), 15 de
abril (F=17,63; P<0,0001) y 30 de abril (F=16,16; P< 0,0001)]. Durante este periodo las
plantas de las parcelas con dos afios de pulverizacidn presentaron una cantidad de hojas
similar a las de las parcelas pulverizadas solamente durante el segundo afio del ensayo y
mayor a las plantas de las parcelas no pulverizadas (Tabla 3.5, Figura 3.13).

Para el tercer aflo se encontraron diferencias entre parcelas pulverizadas y no
pulverizadas desde el mes de febrero y hasta el mes de abril [28 de febrero (F=3,64;
P=0,0334), 15 de marzo (F=7,21; P=0,0018), 31 de marzo F=10,84; P=0,0001), 15 de
abril (F=14,36; P<0,0001) y 30 de abril (F=22,22; P<0,0001)]. Durante este afio, las
plantas que recibieron el tratamiento combinado (Np-P-Np) presentaron una cantidad de
hojas similar a las no pulverizadas e inferior a las de plantas pulverizadas (Tabla 3.5,
Figura 3.14).

Tabla 3.5 Numero de hojas presentes por planta en parcelas del clon ‘172/51° con
distintos tratamientos de pulverizacidn para las fechas que presentaron diferencias
significativas durante el segundo y tercer ciclo de crecimiento. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

No pulverizado

2% afio de ensayo Pulverizado No pulverizado

Pulverizado
1 de enero 186 a 150 a 117 b
15 de enero 191 a 156 a 106 b
31 de enero 187 a 163 a 103 b
15 de febrero 192 a 171 a 105 b
28 de febrero 184 a 171 a 102 b
15 de marzo 187 a 179 a 104 b
31 de marzo 187 a 179 a 104 b
15 de abril 145 a 166 a 41 b
30 de abril 115 a 137 a 17 b
No pulverizado
3% afo de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado
28 de febrero 215 a 167 b 186 b
15 de marzo 222 a 155 b 179 b
31 de marzo 218 a 138 b 159 b
15 de abril 214 a 125 b 136 b
30 de abril 159 a 58,7 b 45 b
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Fig. 3.13 NUmero de hojas presentes por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
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Fig. 3.14 Hojas presentes por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no pulverizadas-
pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

El clon “Stoneville 109” presentd un comportamiento similar al del clon ‘Australiano
106/60° para el segundo ano del ensayo, con variaciones de la cantidad de hojas durante
la estacion de crecimiento (F=51,71; P<0,0001) pero sin llegar a diferenciarse entre los
tratamientos (F=1,23; P=0,3666). Sin embargo, el tratamiento pulverizado presentd
mayor cantidad de hojas que los otros dos tratamientos (F=10,1; P=0,0002) durante el
tercer afo (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6 NUmero de hojas presentes por planta en parcelas de “Stoneville 109” con distintos
tratamientos de pulverizacion para las fechas que presentaron diferencias durante el tercer ciclo de
crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

No pulverizado

3% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado
30 de abril 165 a 77 b 98 b

3.3.2.2. Area foliar

Para la variable area foliar producida durante el ciclo anual de crecimiento, a diferencia
con lo ocurrido para nimero de hojas desarrolladas para el mismo periodo, se detecto
interaccion entre clones y tratamientos (F=7,22; P=0,0019), entre clones a través de los
afios (F=9,21; P<0,0001) y entre tratamientos a través de los afios (F=7,6; P=0,0008). Al
igual que en los casos anteriores se realizan los analisis por clon y afio.

Durante el primer afio del ensayo se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos solamente para los clones ‘I 72/51° (F=22,12; P=0,0005) y “Stoneville
109” (F=27,72; P=0,0002) (Tabla 3.7), mientras que no hubo diferencias para el clon
‘Australiano 106/60° (F=1,51; P=0,2428). Para el caso de los clones ‘I 72/51’ y
“Stoneville 109” este resultado no es coincidente con el obtenido para numero de hojas
y se debe a diferencias en el tamafio de las mismas. Las hojas infectadas por roya del
clon ‘I 72/51” fueron de menor tamafio que las sanas (F=85,39; P<0,0001 y F=98,37,;
P<0,0001 para largo y ancho méaximo respectivamente), en cambio en el clon
“Stoneville 109” las hojas de menor tamafio fueron las pulverizadas (F=12,61;
P=0,0004 y F=24,06; P<0,0001 para largo y ancho méaximo respectivamente), lo cual
podria deberse a una menor tolerancia del clon al funguicida. Este tipo de efecto no se
habia manifestado en los tratamientos realizados con tebuconazole al momento de
definir el producto y la dosis. Sin embargo, es uno de los posibles tipos de dafios
secundarios no deseables que pueden darse durante los tratamientos (Tabla 3.8).

Tabla 3.7 Area foliar desarrollada por planta para los clones “Australiano 106/60°.
‘1 72/51°y “Stoneville 109 con distintos tratamientos de pulverizacion para el
primer ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos de un mismo clon (P=0,05, Tukey).

Avrea foliar (cm?)
Australiano 106/60 1 72/51 Stoneville 109
Pulverizado 42.387 a 41.569 a 30421 b
No pulverizado 45233 a 30.677 b 42615 a
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Tabla 3.8 Ancho maximo y largo de las laminas foliares de las plantas de los clones ‘1 72/51°y
“Stoneville 109” con distintos tratamientos de pulverizacion para el primer ciclo de crecimiento.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo clon (P=0,05, Tukey).

Cantidad de hojas

Largo (cm) Ancho (cm) evaluadas
‘1 72/51” Pulverizado 16,29 a 16,15 a 1.874
‘172/51° No Pulverizado 15,04 b 14,92 b 1.878
“Stoneville 109” Pulverizado 13,84 b 11,96 b 2.799
“Stoneville 109” No Pulverizado 14,26 a 12,49 a 3.611

Durante el segundo afio del ensayo solamente se detectaron diferencias en el area foliar
producida por el clon ‘I 72/51° (F=10,21; P=0,002). En este afio las plantas sanas
superaron tanto a las plantas enfermas como a las que recibieron el tratamiento con
funguicida solamente durante una temporada (Tabla 3.9).

En el tercer afio se observaron diferencias en el clon ‘Australiano 106/60’ y, al igual que
para la produccion de nuevas hojas, las plantas de parcelas no pulverizadas generaron
mayor area foliar que las correspondientes a las de parcelas que recibieron al menos un
tratamiento de pulverizacion (Tabla 3.9).

Tabla 3.9 Area foliar generada por planta para los clones ‘I 72/51°y ‘Australiano 106/60° con
distintos tratamientos de pulverizacion para el segundo y tercer afio del ensayo
respectivamente. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos de un
mismo clon (P=0,05, Tukey)

Avrea foliar (cm?)

. No pulverizado-Pulverizado .
Pulverizado . No pulverizado
No pulverizado

172551 70.856 a 50.830 b 38742 b
Segundo afio del ensayo
Australiano 106/60”, 74875 b 77923 b 108.940 a

Tercer afio del ensayo

Para la variable area foliar perdida, al igual que en el caso del nimero de hojas caidas,
se detectaron interacciones entre clones, tratamientos y fechas (F=2,05; P=0,0004) y
entre tratamientos, afios y fechas (F=2,99; P<0,0001). Sin embargo para esta variable, y
a diferencia de lo encontrado para nidmero de hojas caidas, también se detectd
interaccion entre clones, afios y fechas (F=2,99; P<0,0001).

El clon ‘Australiano 106/60° perdié mas area foliar durante la primavera (antes de la
aparicion de roya) y en el otofio (defoliacion otofial) que durante el resto de la
temporada de crecimiento (F=21,53; P<0,0001 y F=28,1; P<0,0001 respectivamente), y
pese a que se observo una mayor defoliacion en las plantas no pulverizadas en abril del
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segundo afio del ensayo y en febrero del tercer afio, no se detectaron diferencias
significativas entre parcelas pulverizadas y no pulverizadas ni para el segundo ni tercer
afo respectivamente (F=0,99; P=0,4869 y F=1,07; P=0,4077).

En el clon ‘T 72/51” el &rea foliar perdida presentd un comportamiento similar al del
namero de hojas caidas, con diferencias significativas entre parcelas pulverizadas y no
pulverizadas durante el segundo (F=4,84; P<0,0001) y tercer ciclo de crecimiento
(F=4,09; P<0,0001), tanto en primavera [hasta el 1 de enero (F=4,93; P=0,0111) y
(F=3,90; P=0,0267) respectivamente] como en otofio [15 de abril (F=7,38; P=0,0016),
15 de mayo (F=35,71; P<0,0001) y 30 de mayo (F=5,17; P=0,0091), y 30 de abiril
(F=3,77; P=0,0298), 15 de mayo (F=27,28; P<0,0001) y 30 de mayo (F=3,93;
P=0,0259) respectivamente] (Tabla 3.10, Figura 3.15 y 3.16).

Tabla 3.10 Area foliar perdida (cm?) por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° con distintos tratamientos
de pulverizacion para las fechas que presentaron diferencias durante el segundo y tercer ciclo de
crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos para cada fecha
(P=0,05, Tukey)

Area foliar (cm?)

No pulverizado-

2% afio de ensayo Pulverizado No pulverizado

Pulverizado
1 de enero 16.042 a 8.673 b 9332 b
15 de abril 8.624 a 1888 b 12.296 a
15 de mayo 23500 a 22.984 a 1814 b
31 de mayo 7201 a 9.130 a 246 b
No pulverizado-
3% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado- No pulverizado
No pulverizado
1 de enero 23.134 bc 27.697 ab 17825 ¢
30 de abril 15.001 ¢ 17.938 bc 24.670 ab
15 de mayo 33.752 a 13.329 b 12.064 b

31 de mayo 9352 a 2.575 b 203 b




47

35000
30000
S 25000
©
S
& 20000 A
3
S 15000 \
[153
<& 10000 \ //\
5000
0 % . Y Y Y :
11 15/1 311 15/2 28/2 15/3 31/3 15/4 31/4 15/5 31/5
Fechas evaluadas
e Pylverizado == No pulverizado-Pulverizado === No pulverizado
Fig. 3.15 Area foliar perdida (cm?) por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
35000
30000 /A\
£\ AN\
©
& 20000 \
]
7/ AR
S 15000 -
: 1/ N\ \
& 10000 \
5000
O = T T T T T T T 1
11 15/1 31/1 15/2 28/2 15/3 31/3 15/4 31/4 15/5 31/5
Fechas evaluadas
e Pylverizado ====No pulverizado-Pulverizado-No Pulverizado === No pulverizado

Fig. 3.16 Area foliar perdida (cm?) por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

Es interesante destacar que para esta variable las diferencias entre los tratamientos son
de mayor magnitud que para el numero de hojas, debido a que la misma contempla
ademas las diferencias en el tamafio de hoja reportadas en la tabla 3.8.

El clon “Stoneville 109” presentd distinto comportamiento entre tratamientos de
pulverizacion segun la fecha considerada tanto para el segundo como para el tercer afio
(F=2,06; P=0,0183 y F=5,25; P<0,0001). Las parcelas no pulverizadas (enfermas)
presentaron una mayor pérdida de area foliar el 30 de abril (F=12,13; P<0,0001 y
F=22,46; P<0,0001 para el segundo Yy tercer afio respectivamente), mientras que las de
parcelas pulverizadas lo hicieron el 15 de mayo para ambos afios [(F=5,64; P=0,0059
F=20,54; P<0,0001 respectivamente) y el 30 de mayo solamente para el tercer afio
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(F=4,24; P=0,0194). Las parcelas con tratamientos combinados perdieron un area foliar
similar a las parcelas pulverizadas y menor que las no pulverizadas para el 30 de abril
del segundo afio y semejante al de las parcelas no pulverizadas durante el tercer afo
(Tabla 3.11, Figura 3.17 y 3.18), coincidiendo el comportamiento con el tratamiento
recibido el segundo afio independientemente del tratamiento del afio anterior. Mientras
que para mayo del segundo afio las plantas de tratamientos combinados no logran
diferenciarse de las de los otros dos tratamientos durante el segundo afio y presentan una
menor pérdida de area foliar que las correspondientes a las plantas pulverizadas.

Tabla 3.11 Area foliar perdida por planta en parcelas de “Stoneville 109” con distintos tratamientos
de pulverizacidn para las fechas que presentaron diferencias significativas durante el segundo y
tercer ciclo de crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos
para cada fecha (P=0,05, Tukey)

Area foliar (cm?)

No pulverizado-

2% afio de ensayo Pulverizado No pulverizado

Pulverizado
30 de abril 8252 b 8518 b 18.963 a
15 de mayo 17.057 a 13.748 ab 8.989 b
No pulverizado-
3% afo de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado
30 de abril 10.063 b 16.974 a 18.843 a
15 de mayo 16.083 a 7824 ¢ 10.758 b
31 de mayo 5499 a 2195 b 1980 b
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Fig. 3.17 Area foliar perdida (cm?) por planta en parcelas del clon “Stoneville 109> pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
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Fig. 3.18 Area foliar perdida (cm?) por planta en parcelas del clon “Stoneville 109” pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

Finalmente para la variable area foliar por planta, que considera el balance entre el area
foliar producida y perdida a traves del ciclo de crecimiento, se detectaron interacciones
entre clones, tratamientos y fechas (F=1,09; P=0,0015) y entre tratamientos, afios y
fechas (F=2,54; P=0,0004) como en la variable nimero de hojas, y también entre
clones, tratamientos y fechas (F=2,86; P<0,0001).

El clon ‘Australiano 106/60° presenté diferencias de area foliar a través de la estacion
de crecimiento (F=30,25; P<0,0001 y F=37,42; P<0,0001 para el segundo y tercer afio
respectivamente) pero no entre tratamientos (F=0,75; P=0,7581 y P=0,85; F=0,6442
respectivamente) (Figura 3.19 y 3.20).
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e Pylverizado === No pulverizado-Pulverizado = === No pulverizado

Fig. 3.19 Area foliar por planta (cm?) en parcelas del clon ‘Australiano 106/60° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante la segunda estacion de crecimiento
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Fig. 3.20 Area foliar por planta (cm?) en parcelas del clon ‘Australiano 106/60° pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

Por su lado el clon ‘I 72/51” present6 diferencias entre tratamientos segin la fecha
considerada (F=5,42; P<0,0001 y F=3,92; P<0,0001 para el segundo y tercer afio del
ensayo). Las diferencias en el area foliar fueron mayores en magnitud que para el
namero de hojas y se presentaron el 1 de enero (F=13,68; P<0,0001), el 15 de enero
(F=17,70; P<0,0001), 31 de enero (F=20,83; P<0,0001), 15 de febrero (F=23,03;
P<0,0001), 28 de febrero (F=21,56; P<0,0001), 15 de marzo (F=22,3; P<0,0001), 31 de
marzo (F=22,3; P<0,0001), 15 de abril F=33,92; P<0,0001) y 30 de abril (F=31,53;
P<0,0001) para el segundo afio del ensayo y el 28 de febrero (F=3,64; P=0,0334), 15 de
marzo (F=7,21; P=0,0018), 31 de marzo (F=10,84; P=0,0001), 15 de abril (F=14,36;
P<0,0001) y 30 de abril (F=22,22; P<0,0001) para el tercer afio (Tabla 3.12, Figuras
3.21y3.22).
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Tabla 3.12 Area foliar por planta en parcelas de ‘172/51” con distintos tratamientos de
pulverizacién para el segundo y tercer afio del ensayo que presentaron diferencias
durante la temporada de crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre tratamientos para cada fecha (P=0,05, Tukey)

Area foliar (cm?)

No pulverizado

2% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
1 de enero 42291 a 29.707 b 21.292 ¢
15 de enero 45872 a 33199 b 21535 ¢
31 de enero 47.048 a 35.750 b 20.359 ¢
15 de febrero 48.150 a 37.336 b 20.076 c
28 de febrero 46.459 a 37533 b 19.399 ¢
15 de marzo 46.860 a 38962 b 19.496 ¢
31 de marzo 46.860 a 38.962 b 19496 c
15 de abril 38.325 a 37.074 a 7199 b
30 de abril 32115 a 30.701 a 2.060 b
No pulverizado
3% afio de ensayo Pulverizado Pulverizado No pulverizado
No pulverizado
28 de febrero 58.15 a 45183 b 50.357 b
15 de marzo 60.139 a 41975 b 48527 b
31 de marzo 59.145 a 37.276 b 42969 b
15 de abril 58.160 a 33842 b 36.937 b
30 de abril 43.105 a 15905 b 12.267 b
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Fechas evaluadas

0

e Pylverizado No pulverizado-Pulverizado === No pulverizado

Fig. 3.21 Area foliar por planta (cm?) en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no pulverizadas-
pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
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Fig. 3.22 Area foliar (cm?) por planta en parcelas del clon ‘I 72/51° pulverizadas, no pulverizadas-
pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

El clon “Stoneville 109” present6 diferencias en area foliar, al igual que en el nimero de
hojas, solamente para la medicion del 30 de abril (F=3,79; P=0,0294) en la cual las
parcelas no pulverizadas tenian menos area foliar que las parcelas que habian tenido al
menos un tratamiento de pulverizacion (Tabla 3.13, Figuras 3.23 y 3.24).

Tabla 3.13 Area foliar por planta (cm?) en parcelas de “Stoneville 109” con distintos tratamientos
de pulverizacién para el tercer afio del ensayo que presentaron diferencias durante la temporada de
crecimiento. Diferentes letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Area foliar (cm?)

o = . No pulverizado-Pulverizado .
3" afio de ensayo  Pulverizado . No pulverizado
No pulverizado

30 de abril 21581 a 10.019 b 12.747 b
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Fig. 3.23 Area foliar por planta (cm?) en parcelas del clon “Stoneville 109 pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas y no pulverizadas durante el segundo ciclo de crecimiento
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Fig. 3.24 Area foliar por planta (cm?) en parcelas del clon “Stoneville 109 pulverizadas, no
pulverizadas-pulverizadas-no pulverizadas y no pulverizadas durante el tercer ciclo de crecimiento

3.3.3. Intercepcion de la luz

La radiacion fotosintéticamente activa que lleg6 a la parte superior del dosel del cultivo
al mediodia en dias despejados en los que se realizaron las evaluaciones vari6 a lo largo
de la temporada evaluada entre 1600 umol m™ s™ para el mes de enero y 900 umol m™
s para el mes de mayo.

Se observaron cambios en la transmision de la radiacion fotosintéticamente activa en
funcidn de la radiacion incidente a lo largo de la temporada de crecimiento para los dos
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clones considerados en estas mediciones (‘Australiano 106/60” e ‘I 72/51°), tanto en
parcelas pulverizadas como no pulverizadas (Figura 3.25).

Altura de evaluacion
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Altura de evaluacion

—— Australiano 106/60 No pulverizado ——Australiano 106/60 Pulverizado

1 72/51 No pulverizado ——172/51 Pulverizado

Fig. 3.25 Luz incidente a distintas alturas (m) dentro del canopeo en funcidn de la luz incidente sobre el
cultivo en parcelas pulverizadas y no pulverizadas de los clones ‘I 72/51°y ‘Australiano106/60°.
CA: medicién efectuada en un sitio abierto, fuera del canopeo.

En las parcelas no pulverizadas, que al momento de realizar la medicion habian perdido
gran cantidad de hojas a causa de la enfermedad, se observo una mayor transmision de
luz incidente dentro del dosel que en las parcelas pulverizadas, pero la relacion fue
variando con la altura y el momento del afio segun el clon considerado (F=5,33;
P=0,0038 para la interaccion entre clones y alturas; F=14,57; P<0,0001 para la
interaccion entre tratamientos y fechas y F=15,51; P<0,0001 para la interaccion entre
alturas y fechas). Este efecto se manifesto en el clon ‘I 72/51° atn antes del inicio de la
enfermedad de la temporada de crecimiento evaluada (5 de enero) (F=12,54; P=0,0041)
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debido a los efectos residuales del ataque producido el afio anterior. A partir del 20 de
enero, una vez iniciada la enfermedad, las plantas de las parcelas pulverizadas de ambos
clones interceptaron mayor cantidad de radiacion que las no pulverizadas (F=18,29;
P=0,0011). Para esta fecha también se observé una menor radiacién transmitida a los 3
metros de altura en el clon ‘Australiano 106/60° que en el ‘I 72/51° (0,4626 y 0,5906
respectivamente, F=3,91; P=0,0034), indicando una mayor intercepcion de la luz
incidente por parte del ‘Australiano 106/60° hasta dicha altura.

Para el 24 de febrero las parcelas pulverizadas de ambos clones interceptaban una
cantidad similar de radiacion (75 %), mientras que las parcelas no pulverizadas del clon
‘Australiano 106/60° interceptaban el 59 % de la radiacion y las del clon ‘I 72/51° s6lo
el 38 %. Estas diferencias son producto de cambios a los 3 (F=7,23; P=0,011) y los 4
metros de altura (F=15,08; P=0,0005).

A partir del mes de marzo las diferencias de transmision de luz entre los clones fueron
menos importantes y sélo se manifiestan diferencias significativas entre los tratamientos
(F=24,4; P=0,0003) y entre las alturas de evaluacién (F=18, 81; P<0,0001).

En las mediciones de abril y mayo las parcelas pulverizadas interceptaban adn alrededor
del 75% de la luz incidente mientras que las no pulverizadas interceptaban solamente un
50 y un 35 % respectivamente. Por lo tanto, si bien las parcelas no pulverizadas de
ambos clones presentaron una mayor transmision de la luz incidente, este efecto fue
anterior y mas marcado en el clon ‘I 72/51° que en el ‘Australiano 106/60° (Figura 3.26
y 3.27). Los cambios en las pendientes de las curvas que relacionan la radiacion
transmitida con la altura en el canopeo reflejan el progreso de la defoliacion a lo largo
del ciclo de crecimiento (Figura 3.25). Mas alla de las fechas presentadas las plantas
comenzaron a perder las hojas debido a la entrada en reposo invernal por lo cual no se
realizaron mas comparaciones.

Las variaciones en la transmision de luz incidente observadas pueden ser explicadas en
términos de los cambios del area foliar debido a la defoliacion causada por la
enfermedad. La relacion entre estas variables no es lineal y por lo tanto para realizar
comparaciones entre los distintos tratamientos se debi6 efectuar una transformacion del
area foliar. La variable transformada (logaritmo natural del area foliar) se encuentra
altamente correlacionada con la fraccion de la luz incidente a distintas alturas, siendo
los coeficientes de correlacion (r) encontrados de - 0,93, - 0,88, - 0,87 y - 0,79 para
parcelas pulverizadas y no pulverizadas de los clones ‘I 72/51° y ‘Australiano 106/60’
respectivamente. A pesar del alto grado de asociacion encontrado entre estas variables,
los cambios en la fraccidn de luz incidente pueden ser s6lo parcialmente explicados por
los cambios en el area foliar (Tabla 3.14).



Fig. 3.26 Plantas del clon ‘1 72/51° correspondientes a parcelas pulverizadas que
conservan gran parte del follaje (izquierda) y no pulverizadas con marcados signos
de defoliacién (derecha)

Fig. 3.27 Plantas del clon ‘Australiano 106/60” correspondientes a parcelas
pulverizadas que conservan buena parte del follaje (derecha) y no pulverizadas con
mayores hiveles de defoliacion (izquierda.)
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Tabla 3.14 Funciones de ajuste de la fraccion de luz incidente en funcién del area foliar (AF).
CME: Cuadrado Medio del Error, R?: Coeficiente de determinacion expresado en porcentaje

Clon Funcién de ajuste CME R?

Australiano 106/60 Pulverizado LI =0,4155 - 0,1592 In (AF) 0,0116 49,92
Australiano 106/60 No pulverizado LI =0,4935-0,1113 In (AF) 0,0249 28,24
| 72/51 Pulverizado LI =0,3790 - 0,2165 In (AF) 0,0158 63,20
1 72/51 No pulverizado LI =0,5152 - 0,1527 In (AF) 0,0163 66,46

Los clones estudiados en ausencia de la enfermedad interceptaron la luz de manera
diferente (T= 1,908; P=0,0587) (Figuras 3.25 y 3.28) pero a su vez se comportaron de
manera diferencial ante el ataque de la enfermedad. En el clon ‘I 72/51° diferencias mas
pequefias de éarea foliar produjeron mayores cambios en la radiacién incidente
transmitida en parcelas pulverizadas que en las no pulverizadas (T=2,499; P=0,0138)
(Tabla 3.14 Figura 3.25 y 3.29), posiblemente debido a diferencias en la concentracion
de clorofila, el tamafio de las hojas o el angulo de insercién de las hojas. Por otro lado
no se detectaron diferencias significativas en las pendientes de las funciones de ajuste
entre parcelas pulverizadas y no pulverizadas del clon ‘Australiano 106/60° (T=1,437;
P=0,1532) (Tabla 3.14 Figura 3.30). Dado que las diferencias de luz transmitida son
pobremente explicadas por cambios en el area foliar en parcelas no pulverizadas (Tabla
3.14) se deberian considerar otros componentes como por ejemplo los antes
mencionados para mejorar el ajuste del modelo.

0,9

* Aust. 106/60 -1 72/51

Fraccion de luz incidente

Area foliar (m2)

Fig. 3.28 Fraccioén de luz incidente transmitida en funcidn del area foliar
acumulada para plantas sanas de los clones ‘Australiano 106/60’ e ‘1 72/51°
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Fig. 3.29 Fraccion de luz incidente transmitida en funcion del area foliar acumulada
para parcelas pulverizadas (sanas) y no pulverizadas (enfermas) del clon ‘I 72/51°
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Fig. 3.30 Fraccioén de luz incidente transmitida en funcidn del area foliar acumulada para
parcelas pulverizadas (sanas) y no pulverizadas (enfermas) del clon ‘Australiano 106/60’

3.3.4. Clorofilay fotosintesis

No se encontraron diferencias significativas en el peso foliar especifico (g de materia
seca /cm? de hoja) entre plantas pulverizadas y no pulverizadas (F=0,67; P=0,4197).
Tanto las mediciones realizadas con el SPAD 502 (Minolta) como las determinaciones
espectrofotométricas de extractos en N-N-dimetilformamida (DMF) mostraron que la
roya afecto significativamente la concentracion de clorofila en el clon ‘1 72/51° pero no
en el resto de los clones (F=31,32; P=0,0001) (Tabla 3.15) durante el primer afio del
ensayo.
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Tabla 3.15 Determinacion de la concentracion de clorofila con SPAD 502 y espectrofotometria.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Clorofila en unidades de SPAD ug de clorofila /cm?
Clon Pulverizado No pulverizado Pulverizado No pulverizado
172/51 43,56 ab 33,80 c 57,7 a 22,8 c
A 106-60 39,70 bc 34,07 c 51,9 ab 31,6 bc
St 109 48,63 a 42,35 ab 68,4 a 44 4 abc

Sin embargo, en las mediciones de la concentracion de clorofila realizadas con el
SPAD 502 (Minolta) durante el pico de la enfermedad en la segunda temporada de
crecimiento se detectaron diferencias significativas entre parcelas pulverizadas y no
pulverizadas tanto para el clon ‘I 72/51° y como para el clon ‘Australiano 106/60’
(Figura 3.31).
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Fig. 3.31 Concentracion de clorofila en unidades de SPAD para hojas sanas y enfermas de los
clones ‘1 72/51’y ‘Australiano106/60” en la segunda estacién de crecimiento. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P=0,05, Duncan)

Las diferencias en el contenido de clorofila entre plantas que se mantuvieron sanas y
plantas que habian sufrido ataques de roya durante repetidos ciclos de crecimiento se
mantuvieron durante la siguiente temporada de crecimiento, aun cuando no se habian
producido nuevos ataques de roya (Figura 3.32). Para el clon ‘I 72’ estas diferencias se
manifestaron también en el color de las hojas, siendo las sanas de un color verde méas
intenso que las correspondientes a las plantas que nunca habian recibido tratamientos de
control de roya (Figura 3.33).
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Fig. 3.32 Concentracion de clorofila en unidades de SPAD para hojas sanas pertenecientes a
plantas de los clones ‘I 72/51’y ‘Australiano106/60° que se mantuvieron sanas o enfermas
durante los 3 ciclos de crecimiento anteriores a la presente evaluacion. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P=0,05, Duncan)

Fig. 3.33 Plantas sanas del clon ‘I 72/51° que se mantuvieron sanas durante los 3 ciclos de crecimiento
anteriores a la evaluacion (izquierda) con hojas de color verde oscuro y plantas sanas que habian estado
enfermas previamente (derecha) con hojas de color verde claro

Las hojas de plantas sanas del clon ‘I 72/51” presentaron valores mayores de fotosintesis
neta a saturacion de luz (Asat) y mayor tasa de transporte fotosintético de electrones
(ETR) que las hojas de plantas enfermas. En cambio, las hojas de plantas sanas y
enfermas del clon ‘Australiano 106/60° no presentaron diferencias significativas para
estas variables relacionadas con la fotosintesis (Figuras 3.34 y 3.35). La reduccion de la
fotosintesis neta a saturacion de luz (Asat) observada en el clon ‘1 72/51° se debe tanto a
la mayor emision de CO, (correspondiente a la respiracién del hongo y de la planta)
como a una menor tasa de asimilacion del CO, (A gross) (Tabla 3.16).
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Fig. 3.34 Fotosintesis neta a saturacién luminica Asat (umoles de CO, m?s™) en
hojas sanas y enfermas de los clones ‘Australiano106/60’e ‘1 72/51°. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)
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Fig. 3.35 Transporte fotosintético de electrones (ETR, pmoles de electrones m? s™)
en hojas sanas y enfermas de los clones ‘Australiano106/60’e ‘I 72/51°. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Tabla 3.16 Fotosintesis neta a saturacion de luz (Asat), respiracion (R) y fotosintesis bruta
(Agross) en hojas del clon ‘I 72/51°con y sin ataque de roya. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P=0,05, Tukey)

Asat R Agross

(umol CO,.m?%seg?)  (umol CO,.m?seg?)  (umol CO,.m?2.seg™?)
Sin roya 17 b 3 a 20 b
Con roya 4 a 8 b 12 a

3.3.5. Nitrogeno

La cantidad de nitrégeno por gramo de materia seca en las cepas fue similar para ambos
clones (‘172/51° y “Australiano 106/60”) y para los distintos tratamientos (Pulverizado y
No pulverizado) (F=0,41; P=0,5435; F=0,02; P=0,8906). Sin embargo, la cantidad de
nitrégeno por gramo de materia seca en raices varid segun el tratamiento considerado
(F=7,78; P=0,0064) (Tabla 3.17).
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Tabla 3.17 Porcentaje de nitrégeno total en cepas y raices de plantas sanas y enfermas de ‘1 72/51” y
de ‘Australiano 106/60°. Diferentes letras indican diferencias significativas para las medias de los
clones y de los tratamientos para cepas y para raices (P=0,05, Tukey)

Nt (% ) en Cepas Nt (% ) en Raices
Pulverizado No Pulverizado oIl Pulverizado No pulverizado Al L
clon clon
172/51 0,37 0,37 0,37 a 2,34 1,32 183 a
Australiano 106/60 0,28 0,38 0,33 a 2,38 1,31 1,85 a
Mediia del 032a 0,38 a 236a 132b

tratamiento

El porcentaje de nitrégeno en hojas verdes infectadas por roya durante el momento de
méaxima expresion de la enfermedad fue significativamente menor al correspondiente a
hojas sanas (F=6,01; P = 0,0305), independientemente del clon analizado (F=2,94;
P=0,0912) (Tabla 3.18).

Tabla 3.18 Porcentaje de nitrogeno total en hojas sanas y enfermas de los clones Australiano
106/60° e ‘1 72/51°. Diferentes letras indican diferencias significativas para las medias
correspondientes a los clones y los tratamientos (P=0,05, Tukey)

Australiano 106/60 1 72/51 Media del tratamiento

Pulverizado (sin roya) 2,97 3,00 2,98 a
No pulverizado (con roya) 2,77 2,57 2,67 b
Media del clon 2,87 a 2,78 a

Al finalizar la temporada de crecimiento se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de nitrdgeno retenido en las hojas senescentes y préximas a caer, tanto entre
clones como entre tratamientos. Las hojas pertenecientes al clon ‘I 72/51° cayeron con
mayor porcentaje de nitrégeno que las hojas correspondientes al clon ‘Australiano
106/60° (F=16,66; P=0,0002). A su vez las hojas que habian sido atacadas por la
enfermedad cayeron con un porcentaje de nitrégeno significativamente mayor que las
hojas sanas (F=160,68; P=0,0001) (Tabla 3.19). En ninguno de los casos se detectaron
efectos de interaccién entre clones y tratamientos.

Tabla 3.19 Porcentaje de nitrégeno total en hojas senescentes sanas y en hojas senescentes

que habian sido atacadas por roya de los clones ‘Australiano 106/60° e ‘1 72/51°. Diferentes

letras indican diferencias significativas para las medias correspondientes a los clones y a los
tratamientos (P=0,05, Tukey)

Australiano 106/60 1 72/51 Media del tratamiento
Pulverizado (sin roya) 0,82 0,92 0,87 b

No pulverizado (con roya) 1,20 1,38 1,29 a
Media del clon 0,99 b 1,13 a
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3.4. Discusion
3.4.1. Dinamica foliar

La cantidad de carbono que puede ser fijado y por ende el crecimiento de los arboles
depende, entre otros factores, del area foliar, de su capacidad de intercepcion de la
radiacion fotosintéticamente activa, de la duracion del periodo vegetativo, de la
duracion y eficiencia de la actividad fotosintética y de la eficiencia del uso de los
nutrientes (Van Volkenburgh y Taylor 1996, Silla y Escudero 2003, Confalone et al.
2009). Todos estos factores pueden ser afectados por distintos tipos de estrés
(Kozlowski et al. 1991), entre los cuales se encuentra la roya. Las evaluaciones
presentadas en este capitulo fueron disefiadas para poder entender el modo en que la
roya afecta algunos de los factores antes mencionados.

El presente estudio se llevo a cabo bajo condiciones naturales y por ende los resultados
se encuentran influenciados por la severidad de la enfermedad, la cual se encuentra
determinada en gran medida por las condiciones ambientales, especialmente las
correspondientes al microclima del cultivo (Pinon 1984). La germinacién de las esporas
depende de la temperatura, la humedad relativa y la humedad libre sobre la superficie de
la hoja (Krzan 1980, Hameling et al. 1992, Pinon et al. 2006). Temperaturas entre 15—
21°C y 8 horas de humedad libre sobre las hojas resultan dptimas para la infeccion y si
bien estas condiciones se dan normalmente durante el verano en el Delta, fueron
variables a lo largo de cada ciclo de crecimiento y de los afios en los cuales se llevé a
cabo el ensayo. En concordancia con las condiciones climaticas la severidad de la
enfermedad varié durante cada ciclo de tratamiento, entre ciclos y entre los clones
evaluados a lo largo del periodo estudiado (Figura 3.4). EIl clon ‘I 72/51° fue mas
atacado en enero, mientras que el ‘Australiano 106/60° lo fue durante el mes de febrero,
tanto durante el primer como el segundo afio, y ambos fueron mas atacados durante el
tercer afio. El “Stoneville 109” fue menos afectado por la enfermedad que los otros dos
clones, aunque durante el tercer afio presento niveles de severidad equivalentes a los del
primer afio para los otros dos clones estudiados. Este tipo de diferencias en el nivel de
infeccion a lo largo de la temporada de crecimiento y entre clones fue observada
previamente (Bacarcic comunicacion personal) y también en Brasil (May De Mio et al.
2006), Chile (Rubio-Meléndez et al. 2011), Estados Unidos (Hamelin et al. 1993),
Francia (Taris 1979, Pinon 1992), Italia (Giogelli et al. 1990).

Con respecto a la dinamica foliar, nuestros resultados indican que el numero total de
hojas producidas por cada uno de los clones depende fundamentalmente del genotipo y
en general fue poco afectado por la enfermedad. El clon ‘I 72/51° posee pocas hojas de
relativamente de gran tamafio ubicadas sobre una guia principal en general sin brotes,
mientras que el ‘Australiano 106/60° posee muchas hojas de menor tamafio ubicadas en
la guia principal y en los numerosos brotes que desarrolla tempranamente durante la
estacion de crecimiento (Figura 3.5) (Picco et al. 2007, Settepani et al. 2011).
Finalmente el clon “Stoneville 109” presenta caracteristicas intermedias.

La produccion temprana de ramas silépticas, generadas a partir de yemas producidas
durante la misma estacion de crecimiento, define la estructura de la copa y es una
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caracteristica clonal variable (Ceulemans et al. 1990) gobernada genéticamente, a tal
punto que esta variable es utilizada como descriptor a nivel nacional e internacional en
la identificacion clonal (UPOV 1981, INASE 2007).

En los clones con escasa 0 nula ramificacion existe una muy baja influencia de la
enfermedad en la produccion total de hojas, debido a que la mayor parte de las mismas
(entre 70 y 85 %) se forman antes del inicio del ataque de roya y, por lo tanto, la
capacidad de modificar su produccion para compensar pérdidas debidas a una situacion
de estrés se encuentra muy limitada. Por otra parte, el cese del crecimiento depende del
genotipo, el fotoperiodo y la temperatura (Rohde et al. 2011) por lo cual, cualquier
pérdida de hojas que se dé con posterioridad al momento de entrada en reposo de las
yemas terminales no podra ser compensada. Sin embargo, los clones capaces de
producir ramas silépticas presentan una mayor capacidad de generar hojas nuevas a
través de la estacion de crecimiento. Esta caracteristica, ademas de producir un
recambio natural del follaje, permitiria compensar pérdidas generadas por distintas
condiciones de estrés, lo cual otorga mayor plasticidad (Marron et al. 2006).

El reemplazo de hojas afectadas ante situaciones de estrés en dlamo ha sido observado
previamente (Guarnaschelli et al. 2013), pero en nuestro ensayo las parcelas no
pulverizadas del clon ‘Australiano 106/60° produjeron mas hojas que las pulverizadas
solamente durante el tercer afio (Figura 3.6) para el cual la severidad del ataque de roya
fue superior. La capacidad del ‘Australiano 106/60° de producir ramas laterales, le
otorga una ventaja en comparacion con clones que presentan escasa ramificacion, tal el
caso del ‘172/51°. Este resultado coincide con las observaciones realizadas por May de
Mio y colaboradores (2006) en afios en donde la epidemia de roya fue mas severa para
algunos clones cultivados en Brasil.

A diferencia de lo que sucede con la formacion de nuevas hojas, la vida media de las
hojas, evidenciada a través del nimero de hojas caidas prematuramente en plantas
afectadas por roya, esta fuertemente influenciada por la enfermedad (Figuras 3.7, 3.9 y
3.10). La defoliacion ha sido el dafio mas reportado en la bibliografia (Hameling et al.
1992, May de Mio et al 2006). Sin embargo, los trabajos citados realizaron una
estimacion de la cantidad de hojas perdidas en base a mediciones puntuales o a
evaluaciones de area foliar, pero no han registrado periédicamente la caida de hojas y
por lo tanto el presente estudio constituye un aporte novedoso para entender el efecto de
la enfermedad sobre la dindmica foliar.

La caida anticipada de hojas en parcelas no pulverizadas (con roya) fue constante en el
‘1 72/51” y vari6 a través de los afios en los otros dos clones estudiados. En todos estos
casos el pico de caida de hojas por arbol en parcelas no pulverizadas se dio
principalmente en abril mientras que en las parcelas pulverizadas se dio en mayo.
Resulta interesante ver como las parcelas de ‘I 72/51° que recibieron el tratamiento
combinado (no pulverizado el primer afio, pulverizado el segundo afio y no pulverizado
el tercer afio) presentan una mezcla de comportamientos tipicos de parcelas
pulverizadas y no pulverizadas, respectivamente. Asi por ejemplo, las plantas con
tratamientos combinados presentaron una caida de hojas similar a las parcelas no
pulverizadas durante el segundo afio y a las pulverizadas durante el tercer afio del
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ensayo durante la primavera, y por el contrario presentaron una caida de hojas similar a
las parcelas pulverizadas durante el segundo afio y a las no pulverizadas durante el
tercer afo del ensayo durante el otofio (Figuras 3.9 y 3.10). Este comportamiento se
debe a que durante la primavera, cuando las plantas no se encuentran expuestas al
ataque de roya, pierden hojas basales por sombreado y por lo tanto su comportamiento
se encuentra relacionado a efectos de arrastre del tratamiento del afio anterior. Las
plantas pulverizadas el afio anterior rebrotan méas vigorosamente y pierden mas hojas en
primavera por autosombreado dentro del canopeo. Durante el segundo afio tanto las
plantas no pulverizadas como las de tratamientos combinados provenian de cepas no
pulverizadas previamente, que como veremos mas adelante, brotaron con menos
reservas produciendo hojas de menor tamafio que sombrearon menos a las hojas
inferiores, probablemente reduciendo de esta manera su caida. En cambio en el otofio la
caida de hojas estuvo altamente relacionada con la enfermedad y asi las parcelas
pulverizadas mantuvieron sus hojas durante mas tiempo que las no pulverizadas y las de
tratamiento combinado, independientemente del tratamiento recibido el afio anterior,
indicando que el funguicida solamente protege las hojas del afio en que se realiza el
tratamiento.

El nimero de hojas presentes (producidas menos caidas) en los distintos tratamientos a
lo largo de la temporada de crecimiento fue variable entre clones. El Australiano
106/60° no presentd defoliacion anticipada en respuesta a la presencia de roya en 2 de
los 3 afios evaluados, indicando que existen otras causas que definen méas fuertemente
la dinamica foliar. Contrariamente, el ‘I 72/51° present6 diferencias en el nimero de
hojas presentes entre tratamientos durante todo el ciclo de crecimiento en el segundo
afio del ensayo y en el otofio del tercer afio (Figuras 3.13 y 3.14) que indican la
incapacidad de compensar la caida de hojas por efecto de la roya. Finalmente el
“Stoneville 109” present6 diferencias entre los tratamientos en el otofio del tercer afio.
Vale la pena sefialar la ausencia de diferencias significativas en la cantidad de hojas
presentes en las plantas del ‘I 72/51° en parcelas tratadas con funguicidas y en las de
tratamientos combinados, durante el verano y principios de otofio del segundo afio
debidas a la proteccién del funguicida. Estas diferencias se pierden al inicio del préximo
ciclo, debido a que las plantas pulverizadas pierden mas hojas que las no pulverizadas
compensando el efecto de los tratamientos del afio anterior, hasta la nueva aplicacion
del funguicida que conduce a nuevas diferencias en donde las parcelas pulverizadas
tienen mas hojas que las no pulverizadas y las del tratamiento combinado (Tabla 3.5).
Las diferencias en el numero de hojas no siempre se ven reflejadas en el area foliar
debido principalmente a la arquitectura de los distintos genotipos analizados. Las
diferencias en numero y en el tamafio de hojas presentadas por los distintos clones se
compensan en alguna medida en la produccidn de érea foliar. Sin embargo, el tamafio de
la hoja no tiene la misma importancia en los efectos de la enfermedad, porque la pérdida
de una hoja de gran tamafio tiene un impacto mayor en el area foliar presente y en la
capacidad fotosintética total.

Las diferencias observadas en el &rea foliar generada entre los tratamientos y con
respecto a los resultados encontrados para el nimero de hojas nuevas se deben a
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diferencias en el tamafio de las hojas, las cuales son mas chicas en parcelas no
pulverizadas del ‘1 72/51° y en parcelas pulverizadas del “Stoneville 109”.

La causa de la reduccion del tamafio de las hojas del ‘I 72/51° no pulverizado (Tabla
3.8) puede deberse a que el tamafio de las hojas de P. deltoides depende del nimero de
divisiones celulares y del aumento de tamafio de las células que se produce de manera
continua hasta que la hoja alcanza su madurez, incluso el ancho de su base va
cambiando gracias a la permanencia de la actividad meristemética en la base de la
misma (Van Volkenburgh y Taylor 1996). Este crecimiento depende de la exportacion
de carbono desde las hojas ya formadas (Dickson 1986) y por lo tanto la utilizacion de
azucar y nutrientes por parte del hongo (Mendgen y Hahn 2002, Newcombe et al. 2001,
Panstruga 2003, Both et al. 2005, Rinaldi et al. 2007) reduce la normal transferencia de
carbono hacia las hojas en formacion, lo que conduciria finalmente a reducir el tamafio
de las mismas.

Sin embargo, la reduccion del tamafio de las hojas en el ‘Stoneville 109” pulverizado
solo podria ser explicada por una menor tolerancia al funguicida. Estos sintomas no
habian sido observados con anterioridad en las aplicaciones realizadas con tebuconazole
y fue una de las razones para decidir su utilizacién. Sin embargo, las observaciones
previas fueron realizadas en otros genotipos que si bien también poseian alta
susceptibilidad a roya, no fueron incluidos en el presente estudio por presentar una
arquitectura y comportamiento similar al ‘I 72/51°.

Durante el segundo afio las plantas de parcelas pulverizadas de ‘I 72/51’produjeron
mayor area foliar que las de parcelas no pulverizadas y las que recibieron el tratamiento
combinado (Tabla 3.9). En este caso ademaés del efecto de competencia del hongo antes
mencionado, debemos considerar la importancia de las reservas acumuladas en cepas y
raices durante el afio anterior en el inicio del crecimiento de la nueva temporada (Fege
1983) las cuales, como se explicara en el Capitulo 4, se vieron afectadas negativamente
por la enfermedad.

Se observaron algunas diferencias en el area foliar caida con las tendencias encontradas
para el numero de hojas caidas en el clon ‘I 72/51° en primavera para ambos afios y
durante la segunda quincena de abril del tercer afio (Figuras 3.15 y 3.16). Las
diferencias entre tratamientos observadas en el segundo afio del ensayo se debieron a la
mayor pérdida de &rea foliar durante la primavera en las plantas pulverizadas en
relacion al resto de los tratamientos, por efecto combinado de sombreo y mayor tamafio
de la hoja. En el tercer afio del ensayo se sumé el efecto de acumulacion de reservas del
tratamiento combinado, gracias a la pulverizacion del afio anterior, por lo que este
tratamiento fue similar en el inicio de la primavera al que se mantuvo siempre libre de la
enfermedad. A principios del otofio del tercer afio el tratamiento combinado, aunque
perdi6 un mayor numero de hojas que el pulverizado (Tabla 3.3), no lleg6 a
diferenciarse de éste en area foliar, debido a que poseia hojas de menor tamafio (Tabla
3.8).

El area foliar presente a lo largo del ciclo de crecimiento fue un claro reflejo del nimero
de hojas presentes tanto para el clon ‘Australiano 106/60’como para el “Stoneville 109”.
Para el caso del ‘I 72/51° se encontraron diferencias entre el nimero de hojas y el area
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foliar presente durante el segundo afio desde enero hasta fines de marzo para las plantas
que recibieron el tratamiento combinado, las cuales presentaron una cantidad de hojas
similar al de las plantas pulverizadas pero un area foliar intermedia, indicando que las
pulverizaciones realizadas durante esa temporada de crecimiento no fueron suficientes
para revertir el dafio producido por la roya durante el afio anterior pues, si bien se
perdieron menos hojas, éstas fueron de menor tamafio.

3.4.2. Intercepcion luminica

La arquitectura de la copa determina la distribucion y exposicion de las hojas y la
densidad de la canopia y de este modo la capacidad de la misma de interceptar la luz
incidente (Halle et al. 1978, Broeckx et al. 2012). Por otro lado, como se discutio
previamente, la roya afecta la cantidad y/o el tamafio de las hojas dentro del cultivo y
por ende modificaria la capacidad de intercepcion de luz.

En nuestro experimento se compararon dos clones con distinta arquitectura foliar en
parcelas tratadas y no tratadas y por lo tanto se evalué el efecto de la arquitectura de la
copa y de la enfermedad sobre la intercepcion de luz. Los resultados obtenidos indican
cambios en la transmisién de la radiacion fotosintéticamente activa a lo largo de la
temporada de crecimiento para ambos clones, tanto en parcelas pulverizadas como no
pulverizadas.

Estos cambios dependen de la interaccion de ambos factores (estructura y sanidad). En
las parcelas no pulverizadas, que perdieron gran cantidad de hojas a causa de la
enfermedad, se observé una mayor transmision de luz incidente dentro del dosel que en
las parcelas pulverizadas, pero la relacion fue variando a lo largo de las alturas y el
momento del afio segun el clon considerado (Figura 3.25). Al principio del verano las
parcelas pulverizadas del ‘Australiano 106/60° transmitieron menos radiacion que las
pulverizadas del ‘I 72/51° a los 3 metros de altura (0,4626 y 0,5906 respectivamente),
indicando una mayor intercepcion de la luz incidente por parte del ‘Australiano 106/60’
en la parte alta de la copa. Este resultado confirma la importancia de la arquitectura en
la intercepcion de luz ya que clones mas ramificados y con hojas mas pequefias, como el
‘Australiano 106/60, tienen mayor facilidad para ocupar los espacios entre plantas
mejorando la intercepcién de luz (Ceulemans et al. 1990). Sin embargo, esta diferencia
se perdio a medida que avanzo la temporada y asi ya para fines de abril ambos clones
interceptaron una proporcion similar de radiacion (75 %) para dicha altura.

La diferencia en la intercepcién de luz es mas importante entre plantas enfermas de
ambos clones (parcelas no pulverizadas), ya que mientras las parcelas no pulverizadas
del ‘Australiano 106/60’ interceptaron entre un 50 y un 60 % de la radiacion incidente,
las del ‘I 72/51” s6lo interceptaron entre el 35 y el 40 %. Por otro lado, si bien las
parcelas no pulverizadas de ambos clones presentaron una mayor transmision de la luz
incidente, este efecto es anterior y mas marcado en el clon ‘I 72/51° que en el
‘Australiano 106/60°. La mayor intercepcion de luz en las plantas enfermas del
‘Australiano 106/60°, comparado con el ‘I 72/51° probablemente contribuye al
sostenimiento de mayores ritmos de crecimiento en las parcelas no pulverizadas de este
clon.
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Los altos valores de correlacion observados entre el area foliar y la cantidad de luz
interceptada a las distintas alturas evaluadas a través de la temporada de crecimiento
indican que existe un alto grado de asociacion entre estas variables. El area foliar
explica mejor los cambios en la transmision de luz incidente en el clon ‘I 72/51° que en
el ‘Australiano 106/60°, lo cual es el resultado de las diferencias en el nivel de
defoliacion de parcelas pulverizadas y no pulverizadas de ambos clones (Figuras 3.19 a
3.22). Sin embargo, una parte importante de los cambios en la transmision de luz
incidente no pueden ser explicadas en términos de los cambios del area foliar (Tabla
3.14) y por lo tanto la inclusion de otras variables mejoraria la estimacion.

Asi por ejemplo, las caracteristicas de las hojas, en especial el contenido de clorofila y
el contenido de nitrégeno, han sido consideradas como factores determinantes de la
absorcién de luz por parte de las hojas (Niinemets 2010). En nuestro ensayo ambas
variables fueron reducidas por efecto de la enfermedad (Figura 3.31 y Tabla 3.18) y
podrian explicar parte de las diferencias en la transmision de luz incidente. Las
variaciones en el contenido de clorofila fueron de mayor magnitud en el ‘I 72/51° que
en el ‘Australiano 106/60° y por lo tanto otros efectos parecen tener mayor impacto en
los cambios en la transmisién de la luz incidente en parcelas pulverizadas y no
pulverizadas de este clon. Entre ellos, la dispersion del follaje es el factor de mayor
importancia en la determinacion de la absorcion de luz por unidad de area de follaje
(Valladares y Niinemets 2007) y es posible que los cambios en la arquitectura de la
planta tales como los generados por la mayor produccion de hojas sobre ramas silépticas
en detrimento de las hojas sobre el eje principal observada en plantas no pulverizadas en
el ‘Australiano 106/60° (Figura 3.6) contribuyan en gran medida a modificar la densidad
de la copa y asi la intercepcion de la luz incidente sin producir cambios importantes en
el area foliar.

3.4.3. Fotosintesis

La infeccion de los tejidos foliares por distintos tipos de patégenos conduce al
desarrollo de areas cloréticas y necréticas y a la reduccién de la fotosintesis (Berger et
al. 2007). La reduccion de la fotosintesis en reacciones compatibles de hongos
biotroficos ha sido reportada en Arabidopsis (Chou et al. 2000), cebada (Swarbrick et
al. 2006), centeno (Scholes y Rolfe 1996), Picea abies (Berger et al. 2007) y Plantago
ovata (Mandal et al. 2009). En el alamo se ha demostrado que genes relacionados con la
fotosintesis, incluyendo genes que codifican proteinas de los fotosistemas | y Il y
enzimas del ciclo de Calvin, son reprimidos entre 6 y 9 dias después de la infeccién
(Miranda et al. 2007, Azaiez et al. 2009). Este momento coincide con la finalizacion del
ciclo de patogénesis y la formacion de las uredosporas (Laurans y Pilate 1999). La
represion de los genes relacionados con la fotosintesis podria causar la pérdida de
funcion de la maquinaria fotosintética en tejidos infectados, impidiendo el recambio de
las proteinas codificadas por estos genes. Sin embargo, mediciones directas de la
fotosintesis y otros parametros béasicos del metabolismo durante la infeccion del
patogeno no han sido reportados en este género (Major et al. 2010).
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En nuestro ensayo las hojas pertenecientes a plantas enfermas del clon ‘I 72/51°
presentaron valores menores de fotosintesis neta a saturacion de luz (Asat) y menor tasa
de transporte fotosintético de electrones (ETR) que las hojas de plantas sanas (Figura
3.34 y 3.35). La reduccion de ETR indica que existen efectos deletéreos directos del
patogeno sobre el aparato fotosintético, probablemente acelerando el programa normal
de senescencia foliar (Quirino et al. 2000). La caida, de alrededor del 50 %, se debe
tanto a la mayor emision de CO, (correspondiente a la respiracion del hongo y de la
planta) como a una menor tasa de asimilacién del CO, (A gross) (Tabla 3.16). Sin
embargo, las hojas de plantas sanas y enfermas del clon ‘Australiano 106/60° no
presentaron diferencias significativas para estas variables, indicando la existencia de
diferencias clonales en la respuesta de la fotosintesis a la presencia de la roya, es decir,
susceptibilidad en ‘I 72/51°, tolerancia en ‘Australiano 106/60°. Es de destacar que estas
respuestas diferenciales de la fotosintesis a la infeccion por roya se asocian
negativamente a la actividad fotosintética de las plantas sanas, por ejemplo, mayor en ‘I
72/51° y menor en el ‘Australiano 106/60°.

La reduccién de la fotosintesis estd normalmente relacionada a la reduccion de la
clorofila y de componentes del aparato fotosintético (esto ultimo, reflejado en el
contenido de N foliar). En reacciones planta-patdgeno compatibles, la integridad
estructural de la célula es afectada por la invasion de las hifas del hongo (Lindenthal et
al. 2005), y esto probablemente causa la disminucion del contenido de clorofila y de
proteinas fotosintéticas, y en Gltima instancia el desmantelamiento de los cloroplastos.
En el presente ensayo la concentracion de clorofila en hojas atacadas por roya fue
afectada tanto en el clon ‘I 72/51° como en el clon ‘Australiano 106/60’. Este resultado
es coincidente con la disminucién de la concentracion de nitrégeno encontrada en hojas
enfermas durante la estacion de crecimiento (Tabla 3.18). Aunque ambos clones
presentaron una disminucion en el contenido de clorofila (Tabla 3.15, Figs. 3.31 y 3.32)
y N foliar (Tabla 3.19) en respuesta a la roya, éstas fueron mas marcadas en el ‘I 72/51°,
lo que probablemente explica la mayor reduccion de la fotosintesis en este clon.

Por otro lado, las diferencias en el contenido de clorofila entre plantas que siempre se
habian mantenido sanas y plantas que habian sufrido intensos ataques de roya durante
repetidos ciclos de crecimiento, se mantuvieron durante la siguiente temporada de
crecimiento, aun cuando no se hubieran producido nuevos ataques de roya ni nuevas
aplicaciones del funguicida (Figura 3.32). Estos efectos de “arrastre” seran abordados
nuevamente en el Capitulo 4.

En base a los resultados de la presente investigacion podemos confirmar que, al igual
que en otras especies estudiadas (Scholes y Rofe 1996, Bassanezi et al. 2002, van den
Berg et al. 2007), la roya afecta la concentracion de clorofila y el contenido de N foliar.
Sin embargo, el efecto de la enfermedad sobre la tasa de fotosintesis es dependiente del
genotipo considerado e involucra tanto represion de la fotosintesis como un aumento de
la actividad respiratoria.
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3.4.4. Impacto de la roya sobre el reciclado de nitrogeno

Finamente abordaremos los efectos de la roya sobre el ciclo del nitrégeno, el elemento
que mas comunmente limita el crecimiento del arbol (Pregitzer et al. 1990, Ericsson et
al. 1992, Stanturf et al. 2001, Rennenberg et al. 2009). El nitr6geno puede ser
almacenado en proteinas especiales de la corteza y parénquima xilematico de troncos y
raices (Cooke y Weih 2005), en las proteinas relacionadas con el Ciclo de Calvin y
tilacoides en las hojas (Miranda et al. 2007) y su removilizacion esta ligada a los
eventos fenoldgicos del ciclo de crecimiento (Millard y Grelet 2010). Durante el verano
alrededor de un 75% del nitrogeno se encuentra en las hojas, pero a medida que
progresa la senescencia las proteinas de las hojas son degradadas y gran parte del
nitrogeno es translocado hacia las raices en donde se almacena durante el invierno
(Pregitzer et al. 1990). Asi por ejemplo, la cantidad de nitrogeno almacenado en las
raices durante el otofio puede llegar al doble del almacenado durante los meses de
verano. En la primavera se reinicia el ciclo vegetativo con el desarrollo de nueva hojas a
partir del nitrégeno almacenado en las raices (Millard et al. 2006). Los tallos y las ramas
son también un importante reservorio de nitrogeno pero, en un sistema como el
implementado en este ensayo, son removidas anualmente y por lo tanto el nitrégeno
almacenado en ellas se pierde, quedando disponible solamente el acumulado en las
raices y en la cepa.

Nuestros resultados indican que el reciclado del nitrégeno se redujo por el ataque de
roya. Las hojas afectadas por la enfermedad cayeron con alrededor de un 50 % mas de
nitrdgeno que las hojas sanas (Tabla 3.19), lo que sugiere una disminucion
concomitante (o probablemente mayor, ya que en estadios previos estas hojas tenian
menores contenidos de N, Tabla 3.18) en la retranslocacion del nitrégeno hacia los
sitios de almacenamiento. Esta disminucion de la cantidad de nitrogeno retranslocada,
fue corroborada en las evaluaciones realizadas en las muestras de raices provenientes de
parcelas pulverizadas, las cuales poseen un 70 % mas de nitrodgeno en raices que las no
pulverizadas (Tabla 3.17). Estos resultados coinciden con los observados en plantas de
trigo infectadas por roya en los que también se observd una reduccion del contenido de
N en tallo (van den Berg et al. 2007). Es posible que el N extra contenido en las hojas
caidas de las plantas enfermas constituya, en parte, el N retenido en la biomasa fungica.
En cualquier caso, esta reduccién en la re-utilizacién de N para el crecimiento puede
tener efectos negativos en la temporada siguiente, como se vera en el capitulo siguiente.

3.5. Conclusiones

e EIl nimero de hojas producidas por cada clon depende fundamentalmente de su
genotipo y es poco afectado por la enfermedad.

e La vida media de las hojas es significativamente reducida por el ataque de roya de
manera diferencial segun el clon considerado.

e Laroya reduce el tamafio de las hojas en algunos clones.



71

e Laintercepcion de luz por parte de las plantas enfermas se reduce por el ataque de
roya. La magnitud y el momento de la reduccion dependen del genotipo.

e La fotosintesis se reduce en las plantas enfermas de algunos genotipos.

e EIl contenido de clorofila y la concentracion de N foliar se reducen en plantas
atacadas por roya.

e La caida de las hojas se produce con niveles mas elevados de nitrégeno en las
plantas enfermas, probablemente debido a que una porcion de este elemento es
retenido por la biomasa flangica.

o La retranslocacion de N a tejidos de reserva es seriamente reducida por la accién
de la biomasa flngica.



CAPITULO 4 : EFECTO DE LA ROYA SOBRE EL
CRECIMIENTO Y LA CALIDAD DE LA MADERA.
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4.1. Introduccion

En las plantaciones comerciales el rendimiento econdémico esta determinado por la
acumulacion de materia seca en la parte del arbol que se cosecha, resultante
principalmente de la conversion de la energia proveniente del sol a través del proceso de
fotosintesis (Dawson et al. 2005, Dillen et al. 2010). En el caso particular de los
estaqueros y de algunos sistemas de produccion de alta densidad utilizados
frecuentemente para bioenergia, los cuales poseen un manejo similar al del material
presentado en esta tesis, el material cosechable son las guias. Aun cuando las hojas, las
cepas y las raices en este tipo de sistemas no sean cosechadas, éstas tienen una
importancia relevante en la determinacién del rendimiento bioldgico. Por esta razon,
para poder maximizar la produccion y el retorno econémico en sistemas de alta
produccidn, es importante minimizar el efecto negativo de factores bi6ticos y abioticos
sobre estos componentes (Dawson et al. 2005).

Pese a la importancia de las raices en el crecimiento, en el acceso a los recursos del
suelo y en la acumulacion de reservas (Dillen et al. 2010), el efecto de la roya sobre el
crecimiento y la acumulacion de reservas en el sistema radical no ha sido
suficientemente caracterizado. Solamente Spiers (1975) reportd que la infeccién por
roya causa una importante reduccion del peso de las raices en P. nigra cv
‘Sempervirens’ y en P. x canadensis ‘I-214’.

A diferencia de lo que sucede con las raices, el efecto de la roya sobre la reduccion del
crecimiento de la parte aérea ha sido mas ampliamente estudiado. Se ha reportado que la
roya puede reducir el volumen de madera producida entre un 30% y un 60 % al final del
ciclo de crecimiento, segun el clon estudiado (Widin and Schipper 1981, May-de Mio et
al. 2006, Benetka et al. 2011). Basados en la reduccion del crecimiento anual y su
posible influencia sobre la acumulacién de reservas se postula una reduccion del
crecimiento del rebrote de la temporada siguiente al ataque de la enfermedad, aun
cuando no se hayan producido nuevos ataques (Paillassa 1996), pero este efecto no ha
sido probado.

Finalmente dado que la madera representa la culminacién de una serie de complejos
eventos fisiologicos y del desarrollo que son altamente sensibles a las sefiales del
entorno (Groover et al. 2010), no es sorprendente que las variaciones de crecimiento se
reflejen en las caracteristicas de las fibras y en la densidad basica (Yanchuck et al.
1983). La densidad bésica de la madera es la caracteristica mas valorada por la industria
en la produccion de madera de calidad y es ademas un componente de la ecuacion
econdmica cuando la madera se vende por peso. Se ha reportado que los clones atacados
por roya suelen presentar también bajos valores de densidad basica (Steenackers et al.
1996, Cortizo et al. 2004). Teniendo en cuenta este comportamiento Steenackers y
colaboradores (1996) postularon una reduccion de la densidad basica a causa de una
insuficiente formacién de madera tardia y lignificacion debido a la defoliacion causada
por la roya en sucesivas temporadas de crecimiento. Sin embargo, estas observaciones
se basan en la comparacion de diferentes genotipos y por lo tanto no constituyen una
prueba fehaciente de que la roya modifica la densidad bésica.
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La presente seccion tiene como objetivo cuantificar el efecto de la roya sobre el
crecimiento del afio, del rebrote de la primavera siguiente y la densidad béasica de la
madera.

La hipdtesis a contrastar es que la roya reduce el crecimiento del afio y disminuye el
crecimiento del afio siguiente (rebrote) debido a una menor acumulacion de reservas y
menor redistribucion de nutrientes desde las hojas senescentes a las cepas afectando de
igual modo la densidad bésica de la madera

4.2. Materiales y métodos

Para evaluar la influencia de la roya sobre el crecimiento del afio se cosecharon, durante
el periodo de reposo de cada afo, todas las guias producidas por las cepas de los clones
‘Australiano 106/60°, “Stoneville 109” ¢ ‘I 72/51° bajo las distintas combinaciones de
tratamientos de pulverizacion descriptas en el punto 3.2.1. El corte se realizd entre dos y
cinco centimetros sobre el punto de insercidn de la guia a la cepa, a fin de garantizar el
normal rebrote de la temporada siguiente. Las guias fueron clasificadas por largo a
partir de los dos metros Gtiles (con un minimo de 1,5 cm de diametro en punta fina), en
grupos separados cada medio metro, de acuerdo con las normas de comercializacion del
Vivero de la E.E.A. Delta del Parana, y pesadas. ElI material constituido por guias de
menor tamafo, secas o dafiadas fue pesado aparte y agrupado en la categoria no
comercial. Muestras de cada una de las categorias y tratamientos, correspondiente al
material producido por una planta tomada al azar, fueron llevadas a peso seco. A partir
de los datos de peso humedo y peso seco de cada muestra, se calculo un coeficiente de
correccion para cada categoria a fin de determinar el peso seco del total del material
cosechado en la parcela correspondiente.

Para evaluar el efecto de la roya sobre el rebrote (Figura 4.1), en el mes de diciembre
del segundo afio del ensayo, antes de la manifestacion de los primeros sintomas de un
nuevo ciclo de la enfermedad, se cosecharon 2 plantas de los clones ‘Australiano
106/60°, “Stoneville 109” e ‘I 72/51°, en cada una de las repeticiones pertenecientes a
parcelas tratadas (sanas) y no tratadas (enfermas) durante el ciclo de crecimiento
anterior.

Fig. 4.1 Esquema de manejo del ensayo para la evaluacion del rebrote. Las guias desarrolladas durante la
temporada estival (los dos paneles de la izquierda) se cortan durante la temporada de reposo (los dos
paneles del centro) y rebrota a partir de las cepas en la primavera siguiente (los dos paneles de la
derecha). En cada par de paneles, izquierda: plantas pulverizadas, derecha: plantas no pulverizadas.
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El material obtenido, individualizado por planta, fue dividido en ldminas foliares,
peciolos y guias con sus ramas (en el caso de que estuvieran presentes) y llevado a
estufa a 70 ° C hasta que el peso se mantuvo constante.

Para evaluar el efecto de la roya sobre el crecimiento de las raices se tomaron muestras
de 4 plantas por parcela de los clones ‘Australiano 106/60° ¢ ‘I 72/51° elegidas al azar
durante el invierno del Gltimo afio, en parcelas pulverizadas y no pulverizadas durante
los tres ciclos anteriores de cultivo, siguiendo el protocolo descripto en la seccion 3.2.5.
Asimismo y con la finalidad de evaluar la influencia de la roya sobre la estructura del
sistema radical, se descalzé una planta tomada al azar en cada una de las parcelas de
cada tratamiento. En cada planta se contd el nimero de raices principales y se midi6 el
diametro de las mismas en las proximidades del punto de insercién a la cepa.

Al igual que para las evaluaciones de intercepcion de luz, fotosintesis, nitrogeno y
clorofila el clon “Stoneville 109” no fue considerado por presentar valores
contradictorios para alguna de las variables analizadas, posiblemente debidos a los
problemas de baja tolerancia al funguicida.

Para evaluar el efecto de la roya sobre la densidad bésica se realizaron dos ciclos de
evaluaciones sobre muestras de madera del clon ‘I 72/51°, dado que este clon, a
diferencia de los otros dos clones estudiados, presenté cambios conspicuos en todas las
variables analizadas. EI primero de ellos se realiz6 sobre 100 muestras aleatorias
correspondientes a una seccion transversal (rodaja) extraida 20 cm del punto de
insercién de guia a la cepa y a la altura de pecho en guias de afio, y el segundo se realizd
sobre 200 muestras aleatorias correspondientes a una seccion transversal tomada a la
altura de pecho en guias de dos afios. En ambas casos las muestras fueron extraidas
durante el periodo de reposo. Se consideraron dos grupos de muestras, uno
correspondiente a plantas que habian sido mantenidas sanas siguiendo el mismo
protocolo de pulverizacion descripto en el apartado 3.2 y el otro correspondiente a
plantas sujetas al ataque de roya hasta el momento en que se tomaron las muestras.

Para obtener la densidad basica se utilizo la norma TAPPI T 258 om-94. Las muestras
fueron identificadas, descortezadas y llevadas al laboratorio. Para cada muestra se
determind el volumen saturado y el peso anhidro luego de someterlas a estufa a 103 +/-
2 °C y se obtuvo el valor de densidad basica mediante el cociente entre el peso anhidro
y el volumen saturado.

Todos los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System) versidn 9.2. En todos los casos se comprobd el cumplimiento de los
supuestos necesarios para el andlisis de varianza. A fin de poder contemplar la
correlacion a lo largo de los afios en el analisis de las variables ‘peso seco’ y ‘metros
lineales de las guias’ al final de cada ciclo de crecimiento, se utilizé un modelo mixto
para mediciones repetidas. La estructura de la matriz de covarianzas entre afios fue
elegida mediante el criterio de Akaike y correspondié al tipo ‘no estructurada’. Para el
caso de la variable metros lineales se compararon solamente los tratamientos
contrastantes (pulverizado y no pulverizado) a fin de evaluar la relevancia de incluir el
tratamiento de pulverizacion como medida cultural en el esquema de produccion de
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estaqueros comerciales. Para detectar diferencias entre medias se utilizd la prueba de
comparacion de Tukey.

4.3. Resultados

4.3.1. Efecto de la roya sobre el crecimiento anual de las guias

El anélisis del peso seco de las guias al final de cada ciclo de crecimiento detectd
interaccion entre clones y tratamientos (F=10,22; P<0,0001) y entre clones y afios
(F=5,48; P=0,0013), por lo cual se decidid realizar un analisis a través de los afios.

Para el primer afo del ensayo se encontraron diferencias significativas entre las parcelas
pulverizadas y no pulverizadas para todos los clones ensayados. Sin embargo, se
observo una interaccion entre los clones y los tratamientos (F=48,52; P<0,0001), debida
a que las parcelas pulverizadas de los clones ‘Australiano 106/60° e ‘I 72/51°
produjeron mas materia seca que las no pulverizadas (F=31,87; P=0,0001y F=89,25;
P<0,0001 respectivamente), mientras que las parcelas pulverizadas del clon “Stoneville
109” produjeron menos que las no pulverizadas (F=15,62; P=0,00213) (Tabla 4.1). El
resultado encontrado en el “Stoneville 109”, tal como se mencioné en el apartado
3.3.2.2, podria deberse a una menor tolerancia de este clon al funguicida.

Para el segundo afo del ensayo también se observé una interaccion entre los clones y
los tratamientos (F=3,74; P=0,0265). Si bien los tres clones presentaron diferencias
entre tratamientos (F=3,9