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1. RESUMEN

La “fusariosis de la espiga de trigo” (FET) o “golpe blanco”, ocasionada por Fusarium
graminearum Schwabe, es una de las enfermedades mas importantes que afecta al
cultivo de trigo (Triticum aestivum L.) en todas las regiones cerealeras del mundo. Esta
patologia ocasiona disminuciones del rendimiento, deterioro sobre la calidad del trigo y
la contaminacién del grano con micotoxinas, que constituyen un riesgo para la salud

humana y animal, y comprometen su utilizacion industrial.

En el presente trabajo se determiné la posibilidad de inducir mecanismos de defensa a
la FET en los genotipos de trigo Klein Zorro (KZ), Opata x Synthetic (OxS) y Spark x
Rialto (SxR) mediante la aplicacidén exdgena de reguladores de crecimiento vegetal. La
aplicacion de los reguladores Acido Jasmoénico (JAS) y Acido Giberélico (GA) se
efectud en plena antesis y luego de 48 hs se inoculd artificialmente con Fusarium
graminearum (FUS) utilizando dos técnicas; inoculacion por aspersion con suspension
de esporas e inoculacion puntual en las espiguillas centrales. Dichas técnicas permiten
poner en evidencia el mecanismo de resistencia a la penetracién del patdégeno
(mecanismo Tipo 1) y la resistencia a la dispersion del patdgeno (mecanismo Tipo Il)

respectivamente.

Para determinar el comportamiento de los genotipos se estudiaron dos parametros: la
severidad y el componente de rendimiento peso de mil granos (PMG). Los cultivares
empleados resultaron susceptibles a la FET, sin embargo se observé que algunos
tratamientos hormonales tal como la aplicacion de GA por Unica vez y posterior
inoculacion (el GAX1+FUS) mejoraron su comportamiento en presencia del hongo
superando en 8,73 gramos la media de PMG del testigo FUS. Es posible relacionar
esta respuesta positiva con la induccion de mecanismos de defensa de la planta,

hecho que permitiria estudiar y desarrollar estrategias de control mas sustentables.



2. INTRODUCCION

2.1. Produccion de trigo en Argentina y comercio Internacional.

El trigo es uno de los tres cereales mas ampliamente producidos globalmente, junto
con el arroz y el maiz. Ademas es el mas consumido por el hombre en la civilizacion
occidental desde la antigliedad. En el mundo, el trigo es asociado principalmente como
producto panificable, destinado a la alimentacion humana. La mayor parte del trigo
producido a nivel mundial se destina a la fabricacién de harinas para panificacion y
pasteleria. En general, las harinas procedentes de trigo candeal o fideo (Triticum
durum Desf.) se destinan a la produccion de galletitas y a la fabricacion de pastas
alimenticias, y las procedentes de trigos blandos (T. aestivum) a la elaboracion de
productos de pasteleria. El trigo se usa también para fabricar cereales de desayuno vy,
en menor medida, en la elaboracion de cerveza, whisky y alcohol industrial. Los trigos
de menor calidad y los subproductos de la molienda y de la elaboracién de cervezas y
destilados se aprovechan como alimentos para el ganado (Chidichimo & Sempé,
2005).

En los ultimos 50 afios, se produjeron importantes avances en la produccion anual de
trigo. Gran parte del éxito logrado se debié a la utilizacién de agroquimicos,
fertilizantes y adecuadas practicas de manejo asi como a la utilizacion de cultivares de
alto potencial de rendimiento y amplia adaptacién, capaces de responder
positivamente a dichas mejoras.

En el pais, el cultivo de trigo se realiza fundamentalmente en las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba, La Pampa y Entre Rios, y, en menor proporcién, en
las provincias del Noreste Argentino (NEA) y del Noroeste Argentino (NOA) (Tabla 1).
Las mejores condiciones agroecoldgicas para el cultivo de trigo se encuentran en la
provincia de Buenos Aires, siendo esta la que mayor produccion aporta al total

nacional.



Tabla 1: Evolucién de la produccion de trigo en Argentina (2000/01-2013/14)

PROMEDIO 2008/09- SUPERFICIE PRODUCCION RENDIMIENTO

2012/13 IMPLANTADA (HA) (KG) (KG/HA)

BUENOS AIRES 2.127.502 6.582.441 3.274
CORDOBA 502.184 1.210.804 2.496
SANTA FE 409.757 1.248.660 3.064
ENTRE RIOS 276.862 307.163 3.064
SANTIAGO DEL ESTERO 205.734 365.546 1.585
LA PAMPA 172.870 499.930 2.555
SALTA 174.767 202.254 1.188
CHACO 76.682 117.798 1.708
TUCUMAN 152.722 152.284 1.101
CATAMARCA 20.348 33.372 1.700
SAN LUIS 4.738 11.878 2.679
JuJuy 2.605 6.382 2.447
CORRIENTES 4.079 5.314 1.298
FORMOSA 2.236 2.764 1.216
TOTAL PAIS 4.133.086 11.194.723 2.833

Fuente: SIIA, 2014.

La produccion mundial de Trigo ronda los 715 millones de toneladas, en la Tabla 2

se muestra la produccion estimada por pais.

Tabla 2: Produccién mundial estimada de trigo por Pais.

Trigo 2013/14 (toneladas)
Unién Europea 142.886.000

Fuente: USDA 2014

China 121.720.000
India 93.510.000
Estados Unidos  57.961.000
Otros 54.037.000
Rusia 52.091.000
Canada 37.500.000
Australia 27.000.000
Pakistan 24.000.000
Ucrania 22.278.000
Turquia 18.000.000
Iran 14.500.000
Kazajstan 13.941.000
Argentina 10.500.000
Egipto 8.800.000
Marruecos 7.000.000
Uzbekistan 6.800.000




La participacion en el mercado internacional de nuestro pais se centra en la
exportacion ya que el mercado interno consume aproximadamente 5 millones de
toneladas permitiéndole destinar a la exportacion cerca de 8 millones de toneladas. La
Argentina ocupa la sexta posicidn entre los principales exportadores mundiales.
Delante de ella se ubican: Estados Unidos, Australia, Rusia, Canada y Francia (Tabla
3). En el mercado de trigo las importaciones tienen una gran diversidad de paises. La
atomizacion de la demanda hace que en algunos afios sean pocos los compradores
del cereal mientras que en otros aumente el numero. Nuestro principal comprador es
Brasil que demanda el 70% de la exportacion nacional. A nivel internacional Brasil es
el tercer importador con 7 millones de toneladas, el principal es Egipto con 10,5
millones de toneladas y en segundo lugar se encuentra la Union Europea (Noelia A.
Barberis, 2014) (Tabla 4).

Tabla 3: Principales Exportadores de Trigo 2011.

Fuente:FAO,2014.

Pais Toneladas
EEUU 32.789.893
Francia 20.345.934
Canada 16.335.086
Australia 17.657.181
Rusia 15.185.953
Argentina 8.411.136
Alemania 6.168.890
Ucrania 4.097.309
Brasil 2.350.720
Pakistan 2.087.422
Reino Unido 2.287.100
Kazajstan 2.891.482
Bulgaria 2.137.202
Rumania 1.568.735
Republica Checa 1.414.881
Hungria 1.246.456




Tabla 4: Principales Importadores de Trigo 2011.

UBICACION PAIS (Mill Tn)
1 Egipto 10,5
2 UE 7,5
3 Brasil 7

4 Indonesia 6,7
5 Algeria 6,1
6 Japon 6,1
7 Coreadel Sur 4,7
8 Nigeria 41
9 México 4

10 Iraq 3,7
11 Turquia 3,5
12 USA 3,27
13 Filipinas 3,2
14 Afganistan 3

15 Marruecos 3

16 Bangladesh 2,8

Fuente: USDA, 2012

2.2. Caracteristicas agroecologicas de la Region Triguera Argentina

La region triguera Argentina se extiende desde los 25° LS, incluyendo a la zona de
Chaco y Formosa, hasta los 40° LS, con los partidos de Patagones y Villarino. De Este
a Oeste se extiende desde los 58° LO a los 66° LO. La region triguera tradicional esta
limitada al Norte por la isoterma de 13°C de julio, mientras que en el Sur lo es por la de
7°C, valor acorde a los requerimientos invernales de este cultivo.

La region triguera es una dilatada llanura casi plana o ligeramente ondulada,
solamente quebrada por las serranias del sur de la provincia de Buenos Aires, con
altura maxima cercana a los 1.200 metros.

El suelo esta formado por una capa de loess de origen edlico, constituido por
elementos finos, compactos y con elevada retencion hidrica en la porcién nororiental,
mas suelto y permeable en la occidental. El subsuelo es arcilloso y a profundidad
variable, suele tener elementos de tosca, aislados o formando capas impermeables
que obligan a las aguas a escurrir hacia lugares bajos donde forman lagunas y
canadones.

El régimen térmico le confiere a la region la condicion de ser una formacion
fitogeografica uUnica en su género y una de las superficies con mayor potencial

productivo de granos y carnes.



Sus caracteristicas térmicas resultan de la accion conjunta de varios factores, entre
los que se deben mencionar preferentemente a la oceanidad, influencia comun en todo
el hemisferio sur que, atenta la variacion anual de la temperatura, genera veranos
frescos e inviernos suaves. El invierno muy poco intenso en comparaciéon con iguales
situaciones latitudinales del Hemisferio Norte, esta provisto, sin embargo, de la cuota
de enfriamiento suficiente para satisfacer las necesidades de vernalizacién de
intensidad mediana de los cultivares de cereales invernales utilizados regionalmente.
Las fechas de ocurrencia de primera y ultima helada presentan una gran variabilidad
anual, es decir grandes oscilaciones de un afo al otro, que expresadas en valores de
desviacion tipica, es de aproximadamente 15 a 25 dias para las heladas de otofio
(tempranas) y de 20 a 30 dias para las de primavera (tardias).

Dentro de la pradera pampeana, la duracién de la estacion de cultivo o periodo
medio libre de heladas varia desde 180 dias (principios de octubre a mediados de
abril) en la parte sudoriental, hasta 340 dias (mediados de agosto a mediados de
junio) en la noroccidental. Pocas llanuras agricolas en el mundo cuentan con una
estacién de cultivo tan extensa. En la estacion invernal los cereales de grano fino
cumplen sus etapas de crecimiento y satisfacen sus exigencias en frio durante este
periodo del afo. La temperatura del aire para el mes de mayor enfriamiento, julio, se
registra en las isotermas de minimas medias entre 1°C y 7°C, que dan idea de la
relativa suavidad de la estacion invernal, con variaciones geograficas que reflejan las
influencias combinadas de la latitud, la continentalidad y la altitud.

En ese mes se registra la mayor frecuencia media de dias con heladas, que va de 3
a 5 dias (para la parte noreste mesopotamica y la costera atlantica), hasta 16-18 dias
en la parte occidental.

Como referencia a la intensidad de los frios extremos, las temperaturas minimas
absolutas probables de ocurrir en uno de cada 20 afos, oscilan entre 4°C y -12°C,
segun las zonas. Como estas minimas extremas se registran principalmente en los
meses de julio y de agosto, no resultan inconvenientes para los cultivos invernales,
cuya resistencia al frio es naturalmente elevada en esta etapa de su ciclo.

La variacion regional del enfriamiento condiciona la distribucion de los cultivares de
cereales y especialmente de trigo, cuyas variedades de mayor exigencia en
vernalizacién se deben cultivar en la zona meridional, donde se totalizan entre 1.000 a
1.200 horas de frio. Mientras que en la norte sélo pueden prosperar cultivares de ciclo
corto, capaces de satisfacer sus reducidas exigencias en frio con temperaturas mas
elevadas. Esto se corrobora con la cantidad de dias con temperaturas minimas
menores a 7°C, que es casi nula en el Noreste y de seis meses en el Sudoeste
(Chidichimo & Sempé, 2005).
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Figura 1: Regién Triguera Argentina (Bioceres)

Tabla 5: Porcentaje de la produccion nacional de trigo que aporta cada subregién
(MAGYP, SIIA, 2011).

SUBREGIONES Produccion Nacional (%)
| 5,28
Il NORTE 17,05
Il SUR 16,80
1]} 6,35
v 27,64
V NORTE 4,96
V SUR 16,32
NEA 1,84
NOA 3,76

La Region Triguera Argentina se subdivide en subregiones agroecolégicas (Fig. 1)
que condicionadas por sus aptitudes edafo-climaticas presentan volumenes de
produccién muy diversos (Tabla 5). La subregién que mejores caracteristicas presenta
para el cultivo de Trigo es la Subregion IV que ocupa el sudeste bonaerense. En esta
region en particular es en donde se ubica también la mayor superficie sembrada con
trigo candeal. Esta variedad ha sufrido mermas importantes a nivel nacional a causa
de su susceptibilidad a enfermedades, entre ellas “la fusariosis de la espiga de trigo”.
Entre los afos 1963, 1976, 1978 y 1985 varias epidemias de fusariosis se sucedieron
con pérdidas de cultivo que alcanzaron hasta el 70%. En 1976, T. durum alcanzaba el
20% de la superficie de la region triguera argentina, las epidemias fueron tan intensas

que ocho afios mas tarde, la proporcion de trigo candeal se redujo al 3,5%. Esto fue



acompafado por la insercion de cultivares primaverales de T. aestivum de ciclo corto
que permitieron ademas una asociacion mas eficiente, en el ciclo de rotacion agricola,
con el cultivo de papa. En consecuencia el trigo candeal llegé a alcanzar niveles
productivos inferiores a los demandados por el mercado interno, generando su
importacién (de Galich, 1989; Garcia, 1989; Jensen, 1995).

En la campafa 2013/2014 el trigo candeal ocupd unas 41.855 ha sembradas vy
arrojé una producciéon de 126.710 tn, con un rendimiento promedio de 3.094 kg/ha
(MAGYP, 2014).

2.3. La Fusariosis de la espiga de trigo

“La Fusariosis de la Espiga” (FET), llamada también “golpe blanco” o “tizon”, fue
mencionada en el pais en los primeros afios de la década del 30, pero hasta el periodo
1945-1946, no fue observada en forma generalizada en los cultivos. En esta
oportunidad, en que la region afectada fue el norte de la provincia de Buenos Aires y
sur de Santa Fe, se efectuaron los primeros registros epifitiolégicos organizados.

La FET se presenta con mayor frecuencia en el norte de Buenos Aires y el sur de
Santa Fe, llegando hasta el sector sudeste de Cérdoba (subregion triguera |l Norte y
parte de la Il Sur), (Fig. 1). Esta area de mayor riesgo se extiende hacia la subregion Ill
correspondiente a la provincia de Entre Rios, que posee un régimen pluviométrico
mayor que los anteriores y, en consecuencia, mejores condiciones para el desarrollo
de la enfermedad. Sin embargo, existen menos referencias de epifitias, tal vez debido
a que el trigo no es el cultivo de mayor importancia en la zona. La zona sur y sudeste
de la provincia de Buenos Aires, que corresponde a la subregién IV, también es
afectada esporadicamente por epifitias, aunque en esta area, la gravedad de las
mismas se debid principalmente a la susceptibilidad de los trigos fideos que ocupaban
una superficie importante en los afios que se senalan grandes pérdidas, ya indicados
en el apartado anterior (1963, 1976 y 1978, 1985, 1993 y 2001).

La frecuencia de las epifitias es esporadica, teniendo en cuenta la gran
dependencia para la infeccion de condiciones ambientales especificas en el estadio de
floracion, fundamentalmente elevada humedad relativa y temperaturas templadas.

Se observa que la zona en que se han detectado con mayor frecuencia epifitias de
fusariosis (norte de Buenos Aires y sur de Santa Fe) se encuentra en el sector de la
region hidrolégica que normalmente presenta un exceso de agua entre 12,5 y 25 mm,
en tanto que el sudeste de Cérdoba y sudeste de Buenos Aires se hallan en el area

con un balance hidrico entre cero y 12,5 mm. Gran parte de la superficie de la
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provincia de Entre Rios se encuentra en la subregion humeda, con exceso de agua del
orden de 25 a 50 mm en el periodo de espigazon (de Galich, 1987).

En la campafa 1993 y promovida por la ocurrencia de muy favorables condiciones
meteoroldgicas, la enfermedad causé pérdidas en rendimiento que fueron del 24 al
50% en el sur de Santa Fe y sudeste de Cordoba. (Galich & de Galich, 1996). En la
campana 2001/2002 también se produjeron condiciones favorables y se produjo una
epifitia que causé mermas que fueron del 10 al 40% en la misma regién (Galich,
informacién no publicada).

La FET, es una de las enfermedades mas importantes del trigo en todas las
regiones cerealeras del mundo (Schroeder & Christensen, 1963; Bai & Shanner,
2004). Esta patologia, causada principalmente por F. graminearum (Schwabe),
produce elevadas pérdidas de rendimiento y deteriora la calidad del grano (Bai &
Shanner, 1999), ademas compromete la utilizacion industrial ya que afecta la calidad
panadera y produce micotoxinas tales como deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) y
zearalenona (ZEA) (Lori et al. 1992; Lori et al. 2003; Rizzo et al. 1997) que
comprometen la salud humana y animal. Las pérdidas de rendimiento producidas por
esta enfermedad pueden llegar al 50% en condiciones de epidemias severas y
cultivares muy susceptibles. Con epidemias moderadas, pueden esperarse pérdidas
entre el 10% y el 20% (Galich, 2002). Mas alla de las pérdidas directas, la pérdida del
valor comercial de partidas infectadas es uno de los principales problemas dado que
las variables que afecta la enfermedad son el peso hectolitrico, el incremento de la
presencia de granos chuzos y la contaminacidon con micotoxinas. Variables que
generan que las partidas infectadas caigan fuera del estandar de comercializacion
(Luqui, 1995).

En los ultimos 50 afos, se han producido 16 epidemias de FET en el centro y Norte
de la Regidn triguera nacional, principalmente causadas por F. graminearum. Los
estudios realizados sobre la capacidad toxicogénica de cepas aisladas de F.
graminearum demostraron la capacidad de producir DON en abundancia y en menor
proporcion NIV (de Galich, 1996).

11



-

Buenos Aires

La Pampa

MAFPA 1. Subregiones trigueras de Argentina

Figura 2: Regiones con mayor frecuencia de epifitias de FET. (CIMMYT, 1996)

2.3.1.1. Ciclo de la enfermedad

En la Argentina el patégeno principal asociado a la FET es F. graminearum, siendo
este su estado anamarfico mientras que el estado teleomoérfico es G. zeae (Fernandez
Valiela, 1978).

Otras especies menos patogénicas han sido aisladas de granos infectados como: F.
equiseti, F. semitectum, F. poae, F. acuminatum, F. verticillioides (=F.moniliforme), F.
subglutinans, F. anthophilum, F. oxysporum y F. solani (Carrera, 1954; Dalcero et al.
1996; de Galich, 1989; Lori et al. 1992).

En el estado anamodrfico (forma asexual) F. graminearum produce macroconidios
con forma de hoz, con 3 a 7 tabiques, de paredes gruesas, con la superficie ventral

casi recta y la superficie dorsal levemente arqueada. La célula basal tiene forma de pie

12



y la apical es puntiaguda. Los macroconidios se forman a partir de polifidlides simples
(no ramificadas) o ramificadas. No produce microconidios.

En el estado teleomorfico (forma sexual) G. zeae, produce peritecios de forma
ovoide, que se agrupan en un estroma. En su interior se encuentran las ascas,
clavadas, de paredes finas. Estas poseen 8 u ocasionalmente 4 a 6 ascosporas, con 0
a 3 tabiques, hialinas, levemente amarronadas. Es normalmente homotalica. Se
forman muy facilmente sobre los rastrojos de trigo (Booth, 1971).

Fusarium graminearum sobrevive en una amplia gama de huéspedes como trigo,
soja, maiz, arroz y malezas tales como Lolium multiflorum, Paspalum dilatatum,
Sorghum halepense, Lolium spp, Cynodon dactylon y muchas malezas pertenecientes
al grupo de las latifoliadas (Carrasco et al. 2005; Mourelos et al. 2011), como asi
también en forma saprofita en los residuos de cultivos sobre la superficie del suelo que
constituyen el principal reservorio del hongo. Las ascosporas (esporas sexuales),
macroconidios (esporas asexuales), clamidosporas (esporas de resistencia), y
fragmentos de hifas pueden servir como inéculo, pero las ascosporas liberadas de los
restos vegetales ubicados en la superficie del suelo son el in6culo principal que inicia
las epidemias.

La infeccidn primaria ocurre cuando las ascosporas (esporas sexuales) o
macroconidios (esporas asexuales) son liberadas desde restos culturales o malezas y
son depositadas en o dentro de las espiguillas en floracién en condiciones de

humedad y temperatura adecuadas (Fig. 3).
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Figura 3: Ciclo de la Fusariosis de la Espiga de Trigo ocasionada por Fusarium

graminearum (Gibberella zeae) (Reis, 1985).

El patégeno inicialmente no penetra directamente a través de la epidermis si no que
lo hace utilizando las anteras expuestas de la flor, motivo por el cual la susceptibilidad
de las espigas a la infeccidon es mayor durante la antesis (Schroeder & Christensen
1963).

Las espigas de trigo son susceptibles a la infeccién por F. graminearum por un
periodo de tiempo de 10 a 20 dias, desde antesis hasta el estado de grano pastoso,
en condiciones de temperatura y humedad favorables, la infeccion puede producirse
en cualquier momento luego de la floracion. La importancia de las anteras como
principal puerta de entrada para el patdégeno se debe a la mayor susceptibilidad de sus
tejidos por la presencia de compuestos quimicos estimulantes del crecimiento fungico,
colina y betaina (Strange et al. 1974). Debido a este breve momento de vulnerabilidad
el hongo se limita generalmente a un solo ciclo de infeccién por temporada.

Fusarium graminearum cumple la mayor parte de su ciclo como un organismo

haploide. En condiciones de cultivo el desarrollo sexual ocurre usualmente en los
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restos de cosecha y comienza con la formacién de hifas de células binucleadas. F.
graminearum es un ascomicota homotalico, es decir que no necesita de otro individuo
para el desarrollo de las esporas sexuales (ascosporas). Como resultado, ambos
nucleos de la célula binuclear son genéticamente idénticos. Estas células dan origen a
la formacion de los peritecios dentro de los cuales se encuentran las ascas, sacos
tubulares que contienen a las ocho ascosporas generadas como producto de la
meiosis y la mitosis. El peritecio constituye una estructura ostiolada, y es desde esta
abertura que las ascosporas son liberadas en forma activa al aire. Estas esporas,
diseminadas por el viento, constituiran el inéculo primario para el desarrollo de la

enfermedad durante la estacion de cultivo siguiente.

2.3.1.2. Danos y sintomas causados por Fusarium graminearum.

Las lesiones ocasionadas por F. graminearum se pueden visualizar a partir del
tercer o cuarto dia luego de la infeccion, si las condiciones ambientales son favorables
para el desarrollo de la enfermedad. La mayor parte de las flores puede ser
colonizada, incluyendo la lemma, la palea, las anteras, el estigma y el incipiente grano
(Pugh et al. 1933). Desde una flor infectada el hongo puede difundirse hacia arriba o
hacia debajo sobre la espiga infectando espiguillas aledanas. Esta diseminacion es
fundamental en el dafio causado por la enfermedad

El desarrollo micelial puede causar el taponamiento de los tejidos vasculares
causando la maduracion prematura o blanqueo de la espiga generando esto
afecciones sobre los granos no infectados directamente. Estos se vuelven chuzos por
una interrupcion del flujo de agua y fotoasimilados (Bai, 1995; Schroeder &
Christensen, 1963).

Si la espiga es invadida tempranamente lo granos pueden no desarrollarse
completamente, lo cual reduce el rendimiento y la calidad de los mismos. La
abundancia del inéculo primario y las condiciones del clima, humedad por encima del
90% y temperaturas templadas durante y después de la antesis determinan la
severidad de la FET.
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Como se mencioné anteriormente F. graminearum ocasiona dafios indirectos al
contaminar al grano con micotoxinas como DON, NIV y zearalenona (ZEA) (Lori et al.
1992; Lori et al. 2003; Rizzo et al. 1997). La contaminacién con DON ha generado
serias consideraciones respecto de la seguridad de los alimentos. Elevados niveles de
esta micotoxina se han hallado en granos de trigo y cebada cosechados, infectados
por FET (Bai et al., 2001; Dexter & Nowicki, 2003; Mirocha et al. 2003; Pineiro, 1996).
Los niveles maximos aceptables de DON en harina de trigo destinada a consumo
humano varian segun los paises. Estados Unidos establecié un maximo de 0,5 a 2
ppm, este margen también es aceptado por Canada y algunos paises Europeos
(Shaner, 2003). La Unién Europea utiliza un umbral de 0,75 ppm de DON como valor

limite, en la harina utilizada como materia prima. (FAO, 2003).

2.3.1.3. Alternativas de Control de la FET

La combinacion de las caracteristicas epidemioldgicas del patdégeno, la falta de
resistencia genética en el huésped y la fuerte influencia ambiental sobre el desarrollo
de la FET hacen necesaria la implementacion de un manejo integrado de la
enfermedad, a través de diversas medidas de control direccionadas a restringir el
margen de dafo causado por la enfermedad (Dubin et al. 1996).

Fusarium graminearum sobrevive saprofiticamente sobre los rastrojos de
gramineas hospederas como maiz, cebada, trigo propiamente o sobre malezas
hospedantes, como raygrass perenne y anual, la gramilla, pasto miel, y diversas
latifoliadas incluyendo también el rastrojo de soja. El control cultural propone reducir
el indculo primario, compuesto por las ascosporas (esporas sexuales) o macroconidios
(esporas asexuales), incorporando el rastrojo al suelo o incluyendo cultivos no
hospedantes en la rotacion, esto en combinacion con un adecuado control de malezas
(Bai & Shaner, 1994).

En lo que respecta al control quimico, la aplicacion de fungicidas en estado de
antesis pueden proveer cierta proteccién (Mesterhazy, 2003). Muchos fungicidas
permiten su aplicacion tardia en trigo y cebada (Jones, 2000; Shaner, 2002). Estos
tratamientos son costosos, de dificultosa aplicacién vy es dificil determinar el momento

preciso para una aplicacion efectiva.
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A nivel nacional se ha desarrollado un modelo predictivo que contribuye con la
determinacion del momento correcto de aplicacion de fungicidas. Este se basa en el
analisis de variables meteoroldgicas durante el periodo critico de incidencia de la
enfermedad, que se produce entre la emergencia de la espiga y el inicio del llenado de
granos (530°/dia acumulados sobre una temperatura base de 0°C, representando
aproximadamente 26-32 dias) las variables se cuantifican desde el inicio del periodo
sensible o critico hasta el momento de maxima exposicion de las anteras (Moschini &
Fortugno, 1996).

El control a través de la Resistencia genética por medio de cultivares resistentes
proveeria un control econdémico y eficiente de la enfermedad. Se ha logrado, sobre
todo en las ultimas dos décadas, un desarrollo importante en la busqueda de
hospedantes resistentes en China, Japon y en algunos otros paises (Miller et al. 1985;
Lu et al. 2001; Ban, 2000). La resistencia genética a la FET se ha convertido en una
de las mayores metas para los mejoradores y criadores a nivel mundial. Desarrollos
recientes en gendmica y biotecnologia prometen permitir alcanzar una mayor
comprension del funcionamiento a nivel genético de la resistencia a la FET y
permitiran una utilizacién mas eficiente del material genético disponible para conseguir
cultivares resistentes tanto de trigo como de cebada (Bai & Shaner, 2004).

Existen cultivares como el Sumai 3 que poseen resistencia a la dispersion del
hongo en la espiga. La dispersién del patégeno dentro de la espiga es fundamental en
el dafio causado por la enfermedad siendo estos cultivares una de las principales
fuentes de resistencia a la FET usada a nivel mundial en los planes de mejoramiento
(Bai & Shaner 1996)

2.3.1.4. Mecanismos de Resistencia Genética

En general se considera que una planta estresada muestra ‘“respuestas”, que son
las que expresan ese estrés. Una respuesta se define como cualquier alteracion
estructural o funcional frente a la situacion de estrés (Tadeo, 2000). La respuesta en la
planta, implica una secuencia de complejas acciones: percepcion del estimulo
estresante, procesamiento de la sefal percibida y regulacion de la actividad génica. El
estimulo estresante es transformado en una senal quimica o fisica, que es transmitida
a través de diferentes rutas hasta el nucleo, donde provoca cambios en la expresion

de los genes (Azcon — Bieto & Taldn, 2000).
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Entre las diferentes estrategias defensivas presentes en las plantas podemos
destacar dos grupos principales: las de caracter constitutivo, es decir, aquellas que
estan activas en el vegetal y se expresan independientemente de la aparicion del
agente patoégeno o factor estresante; y las inducidas por el patégeno que producen
la expresion de genes de defensa que generan una reaccion. Los mecanismos de
defensas pueden ser fisicos (modificando la disposicion o composicion de estructuras
de organos vegetales) o bioquimico (secrecion de exudados, sintesis de proteinas

asociadas a la patogenicidad, etc.).

Los sistemas constitutivos de resistencia, estan relacionados a genes de
expresion continua, aun en ausencia del patégeno. Los niveles de defensas
constitutivas pueden variar con el tiempo, y con las fases fenolégicas del cultivo,
aunque funcionan expresandose independientemente del dafio (Vallad & Goodman,
2004). Los sistemas constitutivos estan determinados por cualquier caracteristica
morfologica o anatomica existente en la planta, que actia como barrera impidiendo el
acceso del patégeno o insecto (pared celular, cuticula, suberina, etc.). También
algunos aleloquimicos presentan efectos deterrentes (afectan la colonizacién sobre la

planta) o con efectos antibidticos.

Los sistemas inducibles de defensa, son sistemas activos, dependientes de
energia, que corresponden a cambios morfolégicos o fisiolégicos que ocurren en
respuesta al dafio o estrés (Vallad & Goodman, 2004). Son sistemas que reconocen
un invasor en forma inespecifica y que conducen a la produccion de una proteina o
metabolito antagonico. Son responsables de la respuesta de hipersensibilidad (HR), de
la sintesis de fitoalexinas y proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR) asi como
de los cambios de la composicion de la pared celular. Estos mecanismos estan
asociados con la resistencia sistémica inducida (ISR) y con la resistencia sistémica
adquirida (SAR) contra patdgenos o plagas. El aumento en la produccién “de novo” de
productos secundarios esta correlacionado con la resistencia inducida contra plagas
(Heil & Baldwin, 2002). Algunas plantas responden a la presencia de un “elicitor”
(inductor) especifico, que desencadena una cascada de traduccién de sefales en el
hospedante, que conducen a la activacién de una bateria de genes de defensa (Azcon
— Bieto & Talén, 2000).

Los sistemas inducibles de defensa a diferencia de los constitutivos, no se expresan
de inmediato, debido al retraso que media entre la infeccion y la activacion de la
defensa (desde horas, hasta dias) (Boller & Felix, 2009). Las plantas poseen un amplio

abanico de defensas que pueden expresarse activamente en respuesta a patdgenos y
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parasitos de varias escalas, desde virus microscopicos hasta insectos herbivoros. La
coordinacién de la activacion de estas defensas en el momento adecuado (timing) es
indispensable, el que ellas se activen a tiempo determina que la planta tolere o no la
infeccién patogénica. La SAR y la ISR son dos formas de resistencia inducida, en
ambas las defensas de las plantas son activadas por una infeccion previa y le permiten
a esta enfrentarse activamente a infecciones subsecuentes (Vallad & Goodman,
2004). La resistencia inducida es un estado de capacidad defensiva incrementada,
generada por la elicitacion de un estimulo externo, en el que las defensas inherentes
de la planta son potenciadas para enfrentar cualquier otro estrés subsecuente

proveniente de su entorno (Van Loon et al. 1998).

La obtencion de cultivares genéticamente resistentes es el método mas efectivo
para prevenir el dafio causado por la FET, por lo que la busqueda de fuentes de
resistencia a esta enfermedad constituye un importante objetivo en programas de
mejoramiento en varios paises (Zhou et al. 2002).

Schroeder & Christensen (1963) propusieron dos tipos de resistencia del trigo a la
FET: Resistencia a la infeccion inicial (mecanismo de resistencia Tipo |) y resistencia
a la dispersion del hongo en la espiga, de espiguilla en espiguilla (hoy conocido como
mecanismo de resistencia Tipo Il). La resistencia Tipo Il ha sido profundamente
estudiada en trigo y parece ser mas estable y menos afectada por factores no-
genéticos que la resistencia Tipo | (Bai & Shaner, 1994). La resistencia Tipo Il ha sido
reconocida en un amplio numero de cultivares de trigo.

Otros tres tipos de mecanismos de resistencia a la FET han sido propuestos
(Mesterhazy, 1995): Resistencia a la infeccion del grano, resistencia a la acumulacion
de DON y Tolerancia. La tolerancia a la infeccion del grano puede ser medida como el
porcentaje de granos enfermos. Sin embargo, la presencia de mecanismos de
resistencia Tipo Il deberian reducir también el nimero de granos enfermos ya que
evitarian la dispersion del hongo en la espiga, por lo tanto la presencia o no de este
tipo de mecanismos debe ser tomada en cuenta antes de evaluar la resistencia Tipo lll
per se (tolerancia) (Shaner, 2002).

La tolerancia puede ser medida mediante la reduccién relativa de rendimiento
cuando se comparan plantas enfermas y sanas del mismo cultivar en un mismo
ambiente. Este tipo de resistencia no ha sido ampliamente aceptado por presentar
cierta debilidad conceptual u operacional (Shaner, 2002).

Dado que ante la presencia de DON se reduce el contenido de almidon, vy la
calidad de la proteina y consecuentemente el grano resulta téxico para el hombre y los

animales, la presencia de la micotoxina implica pérdidas econdmicas adicionales para
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el productor de trigo y los molinos. La resistencia a la formaciéon de DON es un tipo de
resistencia (Tipo V) especialmente importante ya que se han identificado cultivares

capaces de acumular menos micotoxinas que otros.

Recientemente se ha encontrado que los cultivares de trigo portadores de
resistencia a FET activan defensas mediadas por fitohormonas (Ding et al., 2011). Las
fitohormonas forman parte de los mecanismos de transmision interna de la sefal de
estrés, entre ellas se encuentran: el acido absisico (ABA), el etileno (E), el acido
jasmoénico (JAS) y el acido salicilico (AS). Otras hormonas como las auxinas, las
citoquininas y las poliaminas, también han sido relacionadas con la sefalizacién de los
mecanismos de activacion de genes de defensa al estrés, pero en menor medida
(Cipollini et al. 2005; Grant & Lamb, 2006).

2.3.1.5. Caracteristicas de las fitohormonas.

Entre los mecanismos de regulacion de las plantas, el mas conocido es el sistema
de mensajeros quimicos (senales quimicas) que permite la comunicacion entre células
y coordina sus actividades mediante las fitohormonas. El desarrollo de las plantas es
afectado por gran numero de sustancias organicas, pero en general se acuerda
clasificar a las hormonas vegetales en auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y
acido absisico.

El acido jasmonico (AJ) es un potente regulador del crecimiento en plantas y actua
como inductor en la expresidn geneética en respuesta a estreses bidticos como
enfermedades e insectos (Baldwin & Preston, 1999; Creelman & Mullet, 1997).

Las giberelinas son un regulador central del crecimiento de las plantas (Richards et
al. 2001). Son compuestos naturales que actuan como reguladores endogenos del
crecimiento y desarrollo de los vegetales superiores; son fitohormonas que afectan,
regulan o modulan un amplio abanico de respuestas del crecimiento y al estrés (Azcon
— Bieto & Talén, 2000). La eleccién del Acido Giberélico (AG) como elicitor de
respuestas defensivas viene dada por el hecho de contar con materiales portadores
del gen RhtD1 de semienanismo genético (Spark x Rialto), codificantes de Factores

Transcripcionales DELLA. Como éstas proteinas estan vinculadas con la
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resistencia/susceptibilidad a diversos tipos de enfermedades que ha sido reportado por
diversos grupos de investigacion (Navarro et al. 2008; Srinivasachary et al. 2009;
Saville, 2011), la aplicacion de AG permite establecer su rol de activador o de inhibidor

de las defensas inducibles. Por esa razon se propone la siguiente hipotesis y objetivos.

3. HIPOTESIS

La aplicacién exogena de fitohormonas disminuye la incidencia y la severidad de la

fusariosis de la espiga de trigo cuando son inoculadas con Fusarium graminearum.

4. OBJETIVO

Integrar los conocimientos de las distintas disciplinas de la carrera, y capacitar al
alumno en los aspectos operativos e instrumentales de la investigacion cientifica y

tecnoldgica.
4.1. Objetivos Particulares

Determinar si la aplicacién exdgena de elicitores hormonales permite modificar la

interaccion hospedante-patdgeno favoreciendo la tolerancia del cultivo a la FET.

Evaluar variables patométricas y componentes de rendimiento que permitan

cuantificar el dafio causado por F. graminearum.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales de trigo

Los materiales vegetales que se estudiaron son dos lineas experimentales Doble

Haploides y un cultivar comercial, cuyas caracteristicas son las siguientes:

Una linea proveniente del cruzamiento de Opata x Synthetic (OxS), Ciclo corto, Porte

alto

Una linea proveniente del cruzamiento de Spark x Rialto (SxR), Ciclo Largo, Porte

Semi-rastrero.
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El cultivar comercial Klein Zorro (KZ), Ciclo corto, Porte Semi-rastrero.

El ensayo se sembré el dia 25 de mayo del aino 2013, bajo un disefio de parcela
subdividida, con dos repeticiones (parcelas) por genotipo en un umbraculo de la
Catedra de Genética en la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, U.N.L.P., en la
ciudad de La Plata (34° 54" LS).

La siembra se realizé en parcelas de 2,5m de largo por 2,10m de ancho cada una, con
un espaciamiento entre surcos de 0,20m. En cada parcela ensayada se evaluaron
todos los tratamientos hormonales que se detallan a continuaciéon con sus respectivos

testigos.

5.2. Elicitores Hormonales:

Se evalud el efecto inductor de dos tipos de elicitores hormonales: Acido Jasménico
(JAS) y Acido Giberélico (GA).

La aplicacion de las soluciones hormonales se realizd mediante aspersion hasta
chorreo con una frecuencia de una aplicacion semanal (GA y JAS) desde el estadio de

bota (Zadoks 41), hasta alcanzar plena antesis y a las concentraciones indicadas:
Acido Jasmoénico (JAS) 10°M

Acido Giberélico (GA) 10°M

Agua destilada (testigos)

Ademas se realiz6é una Unica aplicacion de GA en plena antesis (tratamiento GAX1)

El surfactante Tween 20 (Polisorbato 20) se utilizé en todas las soluciones hormonales
y en la suspensién de esporas como tensioactivo para incrementar la superficie de
contacto entre el movil liquido y la superficie de los tejidos del vegetal. Se busco en el
primer caso aumentar la eficiencia de penetracion de los reguladores de crecimiento al

tejido y, en el segundo, la adherencia de las esporas a los tejidos del hospedante.

5.3. Preparacion del inéculo

Para la inoculacion se empled una cepa de F. graminearum (IV23) perteneciente a la

Colecciéon del CIDEFI de agresividad moderada y productora de DON. Se cultivd
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durante 5 dias en erlenmeyers de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo liquido de
Cappellini y Peterson (Booth, 1971). Los mismos se incubaron en bafo a 24°C con

agitacién constante (45 rpm), para estimular la produccion de esporas.

Para la separacion de esporas, el contenido de los erlenmeyers se centrifugd durante
10 minutos a 4.000 rpm y 2°C; el precipitado se lavé con agua destilada estéril y se

centrifugd varias veces para conseguir la eliminacion del medio de cultivo.

El precipitado (esporas y micelio) se resuspendié en agua destilada estéril y se
realizaron diluciones hasta ajustar la concentracién a 1,5 x 10* esporas /ml, mediante

el uso de la camara de Neubauer.

5.4. Método de induccidén e inoculacion

La inoculacién con la suspension de esporas del patdogeno se realizdé durante la
floraciéon plena (Zadoks 65), con una abundante cantidad de anteras extruidas en el
segmento medio de la espiga, mediante dos técnicas que permitieron evaluar los dos
tipos de resistencia, a) pulverizacion de una suspensiéon de esporas con 1 ml de
suspension por espiga, y b) inoculacién puntual, que consistié en la aplicacién de 5 pl
de la suspension de esporas en cada una de las dos espiguillas centrales previamente

sefaladas.
5.5. Evaluacion de variables patométrica y componentes del rendimiento

Los sintomas de la enfermedad sobre las espigas se evaluaron y cuantificaron
visualmente a los 7, 14, 21, y 28 dias posteriores a la inoculacién. La incidencia de la
enfermedad se calculd realizando el conteo de las espigas enfermas sobre las espigas
totales x 100. La severidad de la enfermedad se evalué mediante el porcentaje de
espiguillas enfermas, en la espiga (Numero de espiguillas con sintomas/numero total

de espiguillas de la espiga x100).

Se calcul6 el area debajo de la curva de avance de la enfermedad, (AUDPC=

Area Under Disease Progress Curve).

Al estado de madurez fisiolégica se cosecharon y ftrillaron las espigas
manualmente, y se evalud el efecto de la enfermedad sobre el peso de mil granos
(PMG).
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En cada uno de los genotipos estudiados se ensayaron los tratamientos
descriptos anteriormente (tabla 6). Luego de la cosecha de las espigas se obtuvieron
los datos correspondientes al porcentaje de severidad y a PMG de cada espiga; se
calcularon las medias de cada grupo de espigas correspondientes a cada tratamiento
y se procedid al analisis estadistico en parcelas divididas utilizando el programa
estadistico SAS.

Tabla 6: Tratamientos ensayados sobre los genotipos KZ, OxS y SxR con inoculacién

puntual y con aspersion.

Tratamientos

Acido Jasmonico 10°M (JAS)

Acido Giberélico (GA3') 10°M aplicacién semanal (GA)

Acido Giberélico (GA3) 10°M Unica aplicacion (GAX1)

Agua destilada (CONTROL)

Acido Jasmoénico 10°M + Fusarium (JAS+FUS)

Acido Giberélico (GA3) 10°M aplicaciéon semanal + Fusarium (GA+FUS)
Acido Giberélico (GA3) 10°M Unica aplicacion + Fusarium (GAX1+FUS)

Agua destilada (testigos)+Fusarium (FUS) ]
*El nimero indica el tipo de giberelina utilizada (Acido Giberélico).

6. RESULTADOS
6.1. Inoculacién Puntual

Los resultados obtenidos correspondientes a las distintas variables analizadas

en los tres genotipos ensayados se encuentran sintetizados en la tabla 7.
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Tabla 7: Valores medios de las variables estudiadas para cada tratamiento sobre cada

genotipo en inoculacién puntual. Desvio Estandar de la Severidad y PMG.

. Granos Granos * Desvio ., Desvio

Genotipo Tratamiento enfermos Totales PMG Estandar Severidad Estandar
(granos) (granos) (9) (%)

Kz CONTROL 0 38,87 33,94 2,98 0,00 0,00
Kz FUS 6,53 40,6 22,665 1,59 23,008 17,49
Kz JAS 0 4553 36,514 1,42 0,00 0,00
Kz JAS+FUS 6,13 38,27 23,228 2 21,378 18,29
Kz GA 0 47,93 36,38" 2,25 0,00" 0,00
Kz GA+FUS 7,87 39,93 22,818 1,71 26,478 18,69
Kz GAX1 7,88 35,06 30,41~ 2,89 0,00" 0,00
Kz GAX1+FUS 531 29,69 23,83* 5,27 22,958 16,41
Ox5S CONTROL 0,13 33,2 60,614 2,56 0,38% 1,01
OxS FUS 3,8 28,8 40,568 7,59 15,258 10,34
Ox5S JAS 0 27,88 54,29 5,2 0,00 0,00
Ox5S JAS+FUS 3,87 23,67 37,788 6,55 17,978 11,18
OxS GA 0,07 31 51,67* 6,88 0,00 0,00
OxS GA+FUS 3,07 2573 46,48" 7,68 11,998 5,83
OxS GAX1 0,07 34,8 55,12" 3,19 0,00* 0,00
OxS GAX1+FUS 2,8 26,07 48,95 4,89 11,538 6,82
SXR CONTROL 0,07 49,8 26,69" 5,15 0,00" 0,00
SXR FUS 11,93 41,86 13,338 4,03 28,558 12,20
SXR JAS 0,4 39,67 23,12* 7,32 0,00" 0,00
SXR JAS+FUS 6,93 35,67 14 47" 6,86 20,33% 9,33
SXR GA 0 49,27 23,96 7,25 0,00 0,00
SXR GA+FUS 8,4 46,2 13,48* 4,42 20,28° 10,81
SXR GAX1 0 3827 21,814 6,9 0,00 0,00
SXR GAX1+FUS 453 29,53 13,22° 5,96 14,86 5,93

‘Letras distintas en cada tratamiento, dentro de genotipos, indica diferencias
significativas con su testigo sin inoculacion.
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6.1.1.1. Evaluacion de la variable patométrica severidad
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Figura 4: Severidad determinada en los tres genotipos para cada tratamiento, con
inoculacion puntual.

Dentro de cada uno de los genotipos ensayados KZ, OxS y SxR se manifiesto
la misma respuesta. Las plantas tratadas con hormonas e inoculadas con la
suspension de esporas del patégeno mediante inoculaciéon puntual, no mostraron
diferencias estadisticas significativas en la cantidad de granos enfermos, pero si lo
hicieron con sus respectivos controles sin inocular (tabla 8). Los controles tratados con
hormonas sin inoculacién muestran valores minimos de severidad. Por otro lado las
plantas inoculadas con el patégeno y pre-tratadas con hormonas presentaron valores

significativamente mayores de severidad.

Tabla 8: Cuadro de Analisis de la Varianza para la variable patométrica severidad con
Inoculacion puntual.

F.V. Gl SC CMm F p-valor
Genotipo 2 1034,69 517,35 6,27 0,0021
Tratamiento 7 29869,56 4267,08 51,69 <0,0001
Genot/Trat 14 2854,07 203,86 2,47 0,0024
Error 371 30625,92 82,54
Total 394 65413,7
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6.1.1.2. Evaluacién del componente del rendimiento Peso de los Mil Granos
(PMG)

Figura 5: Peso de los mil granos (PMG) determinado en los tres genotipos para cada

tratamiento, con inoculaciéon puntual.

La inoculacion puntual del patdégeno causé mermas en el peso de mil granos
(PMG), como asi también en varios de los tratamientos hormonales ensayados sobre
los genotipos, estas disminuciones no resultaron estadisticamente significativas (tabla
10). Dentro del tratamiento hormonal con aplicacién unica de ac. Giberélico (GAX1) la
inoculacion causé disminuciones del PMG que no fueron significativas con respecto a
sus controles sin inoculacién en los tres genotipos (ver fig.4). También se observé que
el tratamiento hormonal JAS en el genotipo SxR y el tratamiento hormonal GA para de
los genotipos SxR y OxS mejoraron los valores del PMG en las plantas inoculadas,

dado que no hubo diferencias significativas con sus testigos sin inocular (Fig. 4).

Por otra parte, al observar las medias obtenidas de PMG para cada tratamiento
sobre los tres genotipos, se encontré que los tratamientos GAX1+FUS y JAS+FUS no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento FUS (ver
Tabla 9), este hecho indicé que ninguna de estas hormonas disminuyé la enfermedad

en las plantas tratadas con los elicitores cuando la inoculacién fue puntual.
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Tabla 9: Medias del Peso de los mil granos (PMG) expresadas en gramos de los

tratamientos en los tres genotipos..

Tratamiento Media (g)*

CONTROL 41,08"
JAS 39,458
GAS 37,68B¢
GAx1 35,1¢
GAx1+FUS 26,74°
FUS 26,66°
JAS+FUS 25,86°F
GAS+FUS 23,86°

*Valores seguidos por la misma letra indican que no existen diferencias
significativas (P20,05)

Tabla 10: Cuadro de Andlisis de la Varianza del PMG con Inoculacién puntual.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Genotipo 2 62418,9 31209,45 976,51 <0,0001
Tratamiento 7 5165,29 737,89 23,09 <0,0001
Genot/Trat 14 1663,85 118,84 3,72 <0,0001
Error 270 8629,27 31,96
Total 293 87619,91
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6.2. Inoculacion mediante aspersion

Los resultados obtenidos correspondientes a las distintas variables analizadas,

para los tres genotipos ensayados se encuentran sintetizados en la tabla 11.

Tabla 11: Valores medios de las variables estudiadas para cada tratamiento sobre

cada genotipo en inoculacion por aspersion. Desvio Estandar de la Severidad y PMG.

*Letras distintas en cada tratamiento, dentro de genotipos, indica diferencias

significativas con su testigo sin inocular.

Genotipo . Granos Granos PMG De§vio _ De§vio
Tratamiento enfermos totales Estandar Severidad Estandar
(granos) (granos) (9) (%)
Kz CONTROL 0,08 432  35,60% 0,14 0.00 * 0
Kz FUS 15.03 34.4 17,718 154  43.68° 5.75
Kz JAS 0 4215 34,70 0,97 0* 0
Kz JAS+FUS 12.46 33.75 20458 3,43 36.91° 16.1
Kz GA 0.05 4235 36,182 2,58 0.12* 0.43
Kz GA+FUS 15.18 336 15738 2.89 45.19° 19.79
Kz GAX1 1.32 443 33,58° 2,05 0.11% 0.51
Kz GAX1+FUS 17.51 29.75 16,178 3,25 58.87° 31.59
OxS CONTROL 005 317 59,737 2.11 0.08% 0.49
OxS FUS 10.06  24.45 35,698 3,77 41.158 18.51
OxS JAS 0 257 50,89% 9,31 0.144 0.86
OxS JAS+FUS 12.08 24.4 28,048 442  49.52° 17.62
OxS GA 1441  28.15 53,03* 5.9 oA 0
OxS GA+FUS 0 288 33,918 183  51.19° 18.53
0xS GAX1 0 36.05 58,044 3,79 0.34% 1.67
0xS GAX1+FUS 11.12 32.7 40,198 4,07 34.018 14.82
SxR CONTROL 0.07  45.95 30,674 278 0.16* 0.65
SxR FUS 20.73 39.55 16,465 2,06 49.98 24.2
SxR JAS 0 4535 25.7A 2.92 oA 0
SxR JAS+FUS 1498  33.35 1518 1,83 438 16
SxR GA 0.13 41.25 23,29* 3,57 0.19% 1.1
SXR GA+FUS 17.54  35.95 7,758 0,81 49.44" 10.64
SxR GAX1 0 41.15 28 25" 5,42 0.16* 0.92
SxR GAX1+FUS 13 27.95 7,028 0,61 46.97° 18.9
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6.2.1.1. Evaluacién de la variable patométrica severidad
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Figura 6: Severidad determinada en los tres genotipos para cada tratamiento hormonal

y controles, con inoculacion por aspersion.

Se encontraron diferencias significativas en la variable patométrica severidad
entre todos los tratamientos ensayados, si bien no hubo diferencias entre genotipos, la
interaccion de los tratamientos en los diferentes genotipos fue altamente significativa
(Tabla 12). ). Cada tratamiento provoco similar efecto en todos los cultivares y lineas,
por lo tanto las diferencias entre los valores obtenidos en los diferentes genotipos no
fueron estadisticamente significativas (Fig. 5), (Tabla 12). Todos los materiales
ensayados con todos los pre-tratamientos hormonales presentaron porcentajes

significativamente mayores que los tratamientos controles (ver Tabla 13).

A continuacion se presenta el andlisis de la varianza para la severidad.
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Tabla 12: Cuadro de Andlisis de la Varianza de la severidad con inoculacién por

aspersion.

F.V. GL SC CM F p-valor
Genotipo 2 188,28 94,14 0,61 0,5459
Tratamiento 7 300975,71 42996,53 276,71 <0,0001
Genot/Trat 14 8670,46 619,31 3,99 <0,0001
Error 598 92919,28 155,38
Total 621 427273,91

6.2.1.2. Evaluacién del componente del rendimiento PMG
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Figura 7: El PMG para cada tratamiento en los tres genotipos con inoculacién por

aspersion.

Se observaron diferencias altamente significativas entre genotipos, entre

tratamientos y en la interaccion para el PMG (Tabla 14).

Dentro de cada tratamiento hormonal se observé el mismo patron de respuesta
frente a la inoculaciéon con el patdégeno. Cuando se compararon las plantas pre-
tratadas con los tres tratamientos hormonales con sus respectivos testigos se observé

una merma significativa del PMG en los tres genotipos.
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Las diferencias significativas en el PMG que se produjeron entre los genotipos, dentro
de un mismo tratamiento hormonal, fueron debidas a las diferencias en la media del
peso de mil granos existentes entre el genotipo OxS con respecto a SxR y KZ.
Cuando esos genotipos fueron inoculados, el tratamiento hormonal redujo el PMG de

manera significativa con respecto a sus testigos (fig.6).

El tratamiento GAX1+FUS presentd el mayor valor de PMG dentro de las plantas
inoculadas y pre-tratadas con hormonas (Fig. 6). Este resultado fue importante ya que
el tratamiento GAX1+FUS fue el unico que presenté diferencias significativas con el
resto de los tratamientos inoculados y con el control inoculado con el patégeno (FUS)

y que no recibié tratamiento hormonal.

Tabla 13: Medias del PMG expresadas en gramos de los tratamientos en los tres

genotipos.

Tratamiento Media (g)

GAx1 46,2~
CONTROL 44,53"
GAS 40,06°
JAS 35,41°
Gax1+FUS 32,01°
FUS 23,28
JAS+FUS 21PF
GAS+FUS 18,255

*Valores seguidos por la misma letra indican que no existen diferencias
significativas (P=0,05)

A continuacién se presentan las tablas correspondientes al analisis de la varianza.

Tabla 14: Cuadro de Andlisis de la Varianza del peso de mil granos (PMG) con
Inoculacioén por aspersion.

F.V. GL SC CMm F p-valor
Genotipo 2 14623,48 7311,74 384,06 <0,0001
Tratamiento 8 11357,7 1419,71 74,57 <0,0001
Genot/Trat 13 1064,76 81,9 4,3 <0,0001
Error 209 3978,9 19,03
Total 232 62256,11
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7. DISCUSION

La aplicacion exdogena de elicitores hormonales permite la expresién de
mecanismos de defensa. La induccién de resistencia segun Angarita & Riveros (2001)
consiste en la estimulacion, por parte de moléculas activadoras, de los mecanismos de
defensa en el hospedante. Esta comienza con una induccion de resistencia local, con
produccion de una sefal desde la parte infectada y luego se traslada a otra parte de la
planta, induciendo o amplificando las reacciones de defensa.

Algunas plantas responden a la presencia de un “elicitor” (inductor) especifico,
que desencadena una cascada de traduccion de sefales en el hospedante, que
conducen a la activaciéon de una bateria de genes de defensa (Azcén —Bieto & Talon,
2000). Se entiende por respuesta a la alteracion estructural o funcional frente a una
situacion de estrés (Tadeo, 2000); en los ensayos realizados la presencia de F.
graminearum actuando como patdgeno representa dicho estrés. Los genotipos de trigo
ensayados mostraron respuestas similares cuando tuvieron tratamientos hormonales,
que se notd al evaluar las variables patométricas y el componente del rendimiento

considerado.

La aspersion de las espigas del trigo con suspensiones de conidios de F.
graminearum permitio la evaluacion de la resistencia tipo |, mientras que la inoculacion
de las esporas dentro de sélo algunas espiguillas de cada espiga (inoculacion puntual)
permitié evaluar la severidad de la enfermedad (Bai et al. 2001) y la dispersion de la
enfermedad en las espigas (tipo IlI) (Bai & Shaner 1994). Segun distintos autores la
determinacion de la capacidad de expansion de los sintomas de la FET en las espigas
constituye el estimador mas exacto del efecto de la enfermedad (Schroeder &
Christensen 1963; Bai & Shaner 1996). La técnica de inoculacién puntual permitio
seguir la dispersion de los sintomas de la enfermedad en la espiga, aunque es una
técnica muy laboriosa, la misma constituye un problema en ensayos de mayor tamafo.
El alcance del ataque de F. graminearum puede ser también cuantificado luego de la
cosecha de las espigas inoculadas considerando el efecto de la enfermedad en los

granos estimado a partir de la disminucion del peso de los mil granos (PMG).

Un factor morfolégico importante a tener en cuenta relacionado con la
tolerancia a la FET es la altura de la planta. Correlaciones negativas entre la
resistencia a la Fusariosis y la altura de la planta son comunmente observadas (Hilton
et al. 1999). Un estudio reciente informé que ésta asociacidon negativa desaparecio
cuando las lineas enanas alcanzaron la misma altura que la de las plantas de tipo

salvaje (Yan et al. 2011). Como se mencioné anteriormente el efecto de las
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Giberelinas esta mediado por las proteinas Dellas (factores de transcripcion) que
actuan como reguladores de la dinamica de senalizacion de la hormona y contribuyen
significativamente a la capacidad de las plantas para sobrevivir a ambientales
adversos causando un crecimiento bajo. En el presente trabajo la aplicacion de
Giberelinas permitiria un mejor comportamiento del genotipo SxR (portador del gen de

semienanismo RhtD1) bajo inoculacién puntual.

La FET causé mermas significativas en el PMG y el incremento de la
severidad, lo que podria relacionarse con la no activacién de respuestas de defensa
inducibles mediadas por fitohormonas (Ding et al, 2011) del material genético al
ataque del hongo; poniendo en relieve que los tratamientos hormonales no tienen un
efecto beneficioso sobre la severidad y el PMG dado que los tres cultivares se
comportaron como susceptibles a la presencia del hongo. Sin embargo, el tratamiento
hormonal GAX1+FUS presenté valores de PMG que escapan al patrén de respuesta
explicado anteriormente, ya que fue el Unico tratamiento hormonal inoculado con F.
graminearum cuya media supero al testigo inoculado sin hormonas (FUS) en la técnica
de inoculacion puntual, lo que indicaria un efecto positivo del GA en la planta cuando
es aplicado por Unica vez ante la presencia del patégeno. La GA estaria induciendo

resistencia de Tipo |, a la penetracion del patégeno.

Dado los resultados obtenidos queda abierta la posibilidad de seguir
planteando nuevos disefios experimentales con objeto de determinar de manera clara
si la aplicacion exdgena de elicitores hormonales permite la expresién de mecanismos
de defensa que favorezcan la tolerancia a la FET para asi poder disefiar estrategias en

pos de frenar el avance de la enfermedad causadas por especies de Fusarium.
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8. CONCLUSIONES

Para estos genotipos y este ambiente en particular, la induccion de
mecanismos de resistencia a través de elicitacion hormonal sélo fue favorable para la

aplicacion de giberelinas.

Dentro de las dos técnicas de inoculacién ensayadas debido a la mayor presion
de indculo que emplea la aspersioén, el material genético mostrd susceptibilidad a la
presencia de F. graminearum, siendo los niveles de dafio de la FET mayores para la
inoculacion por esta técnica. Considerando los tratamientos hormonales, GAX1+FUS
indujo un mejor comportamiento de la planta cuando es inoculada puntualmente, lo
que revela un efecto positivo del tratamiento hormonal, induciendo un mejor
comportamiento de las plantas ante la presencia de F. graminearum cuando se
aplican giberelinas por unica vez. Podemos concluir, en este caso, que la elicitacion
hormonal favoreceria la activacion de mecanismos de defensa que actuan

disminuyendo los niveles de dafio mediante la activacion de resistencia de Tipo I.
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