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_ Resumen . '

Se estudiaron los mecanismos de resistencia en distintos estadios del ciclo

de vida de una linea isogénica del ‘girasol, al ser inoculada experimentalmente
con el micelio de S. sclerotiorum. Se analizaron plantas de tres edades cul tiva-

das bajo condiciones controladas: | (estadio vegetativo), Il (botén floral ce-
rrado) y 11t (botén floral abierto). Al 5°dia después de la inoculaciér, el
30% de las plantas del estadio Il (11s) presentd severos sintomas de marchitez

en todas sus hojas, y el total colapso de la médula en la parte basal del tallo.
Dichos sintomas no fueron observados en el resto de las plantas de ese éstadio
(117) ni en las de los estadios | y I11. Se estudié el efecto sobre el crecimien
to micelial in vitro (CM) de distintos extractos, obtenidos a partir de tallos
‘controles e inoculados de las tres edades. Este indicd la presencia de mecanis-
. mos bioquimicos de resistencia. La cuantificacidon de compuestos fendlicos to-
tales, solubles.en metanol, presentes en tallos sanos y enfermos mostré la pro-
duccidn de un incremento postinfeccional de los mismos que fue significativa-
mente mayor en las plantas tolerantes (1, 11Ty 111). Mediante estudios cuali

y cuantitativos se aisld, identificd y cuantificd el principal compuesto fend-
lico inhibidor del CM in vitro. Dichos estudios indicaron que se trata del aci-
do isoclorogénico. Este estuvo presente en los tallos sanos de las tres edades
pero se incrementd significativamente en las plantas tolerantes. Adiciondlmente,
estudios de localizacidn histoquimica indicaron su presencia en las zonas de
infeccién, lo cual apoyaria su eventual rol en los mecanismos de resistencia

in vivo. Se describe la presencia de barreras de tipo mecanico adicionales en
los estadios | y Iil. .

‘ Introduccion ‘ :
La podredumbre basal (S. sclerotiorum) es una enfermedad importante para el
girasol no solo en 1a Argentina sino también en los principales paises produc-
tores del mundo (Vrénceany, 1977). Si bien no se ha logrado hasta el presente
la resistencia absoluta frente a este patdgeno existe un amplio rango de sus-
ceptibilidad entre los distintos hibridos y variédades existentes (Dueck et
.al., 1978). Auger y Nome (1970) encontraron que, a campo y en invernaculo, la
susceptibilidad frente a S. sclerotiorum variaba en un mismo material de acuer-
do con el estadio del ciclo ontogénico en que el girasol era inoculado experi-
mentalmente. Sin embargo, no se conocen antecedentes bibliograficos previos
sobre los mecanismos de resistencia en el girasol frente a esta enfermedad.
En el afo 1980 se inicid una investigacidn tendiente a profundizar en el cono-
cimiento de los mecanismos de resistencia involucrados en las diferencias de
susceptibilidad que presentan distintos estadios de una linea isogénica del
girasol,; al ser inoculada experimentalmente con el mencionado patdgeno.

Materiales y Métodos ‘
En todos los experimentos se utilizé una linea isogénica de girasol (# 33107,
C?’Q"' S.A.), y una cepa altamente virulenta de S. sclerotiorum (N°16, mante-
nld?‘en el Centro de Ecofisiologia Vegetal). Se emplearon plantas de tres es-
tadios: | (estadio vegetativo), Il (botén floral cerrado) y |11 (botén floral
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abierto). Las. caracteristicas de las plantas, las condiciones de crecimiento,
e}l método de inoculacién y la evaluacién de la susceptibilidad se han descrip- -
to en un trabajo anterior (Bazzalo, 1982a). La susceptibilidad se midid hasta
el 5%°d7a despue$ de la inoculacidn. Se estudiaron segmentos de tallos enfermos
que contenian las lesiones (L), segmentos de zonas sanas adyascentes (SA) de

1 cm de longitud y porciones comparables de tallos de las plantas control.: En
todos los casos se descartd la médula. Las muestras fueron extraidas y anali-

- zadas utilizando técnicas cromatograficas, analiticas y espectrofotométricas
standard para la identificacidn de compuestos fendlicos (Riberéau-Gayon, 1972).
El contenido de fenoles solubles totales en los extractos obtenidos se deter-
minG mediante el método de Folin-Ciocalteu (Bray y Thorpe, 1954). Se estudig
el efecto de alicuotas de extractos metandlicos completos, compuestos fendli-
cos aistados individuales o en mezclas y de dcidos fendlicos comerciales sobre
el crecimiento micelial in vitro (CM) del patdgeno (Bazzalo, 1982b), en un me-
dio mineral definido (Hancock, 1966). Los compuestos que exhibieron un efecto
inhibidor significativo sobre el CM fueron identificados y cuantificados cro-
matografica y espectrofotométricamente segin los métodos usuales (Riberéau-Ga-
yon, 1972; Corse et al., 1965). Los fenoles solubles e unidos a paredes celu-
lares se localizaron en cortes transversales de tallos sanos y enfermos median
te métodos de autoflorescencia bajo luz U.V. en un microscopio Zeiss. Los fe-
noles solubles fueron ‘ademds localizados histoquimicamente mediante los reac-
tivos de ClFe3 y de Hoepfner (Brisson et al., 1977). Para observar el grado de
lignificacidn de los tejidos se empled la técnica del floroglucinol=HCI (Grella

na, 1975).

Kesul tados
En el cuadro | se ha representado la evaluacién de 1a susceptibilidad del gi-
rasol en funcidn de la edad en que es inoculado con S. sclerotiorum. A traves
de todos los parametros analizadas pudo observarse que el estadio mas suscep~
tible fue el 1!, en tanto que los otros dos mostraron comportamientos seme jan-
tes. Dentro del estadio Il fue posible distinguir un grupo de plantas que pre-
sentaban severos sintomas de marchitez en todas sus hojas, en las cuales el
hongo habia alcanzado la médula del tallo causando el vuelco del mismo. Dichas
plantas fueron consideradas como muertas (11S). Presentaban lesiones tipicamen
te acuosas, castafio muy claras, con limites difusos vy significativamente mds
largas al 4°y 5°dia después de la inoculacién (Fig. 1): Por el contrario las
lesiones del resto de las plantas de edad i1 (IIT) al igual que las de los

Cuadro I: Evaluacidon de la susceptibilidad de H. annuus, cultivado bajo condi-
ciones controladas, en funcidn de la edad de-inoculacidn con S. sclerotiorum.

Estadios
Parametros al 5°dia I I i
plantas enfermas ’ 83 100 T 92
plantas muertas -0 30 0
Indice_de severidad¢ 0,2 1,7 0
ong. X de lesiones (cm) - 1,3a 2,9b 1,9ab
'IX_de hojas con marchitez permanente (%) 0a 30b - Oa

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas al
nivel del 5%. - :

c: L (N°plantas infectadas)x(clase de severidad)/(N°plantas inoculadas). Cla-
ses de severidad: 0: plantas sin marchitez, 4: plantas con 100% de hojas con
. marchitez permanente. : ‘



estadios | y (11 fueron mas pequedas, de bordes limitados, castafio rojizo os-
‘curo, superficiales y secas. Estas plantas no exhibfan sintomas de marchitez
y los tallos se mostraban firmes. : o

En la Fig. 2 se observa que los extractos provenientes de las plantas sanas
promovieron el CM, independientemente del estadio de crecimiento. Los estadios
de las distintas zonas de las plantas tolerantes (I, Ty IIl), y de las zonas
SA de las plantas susceptibles 11s lo inhibieron. Sin embargo aquellos provenien
tes de las L de las plantas susceptibles no produjeron efectos sobre el CM, Se
encontré un incremento significativo de los compuestos fendlicos solubles en
aquellas zonas de las cuales provinieron los extractos inhibidores. Por otro
lado no se observd tal incremento’en las L de las plantas |ls (comparar Fig.

2 y Cuadro I1). El andlisis quimico de los extractos demostrd que no existen
diferencias cualitativas entre plantas tolerantes y susceptibles. Comparando
los perfilas cromatogrificos de los extractos de las plantas control e inocu-
ladas se encontré la aparicion de algunos nuevos compuestos en estas Ultimas
(Fig. 3). No se hallaron diferencias cualitativas entre los distintos estadios
-estudiados. E
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Figura 1:AVeiocidad de desarrollo de las lesiones flngicas en funcidn de la
edad de hospedante en el momento de la inoculacion.

En el cuadro IV se observa que la mezcla 3+3'+4 presentd la mayor inhibicidn
~sobre el CM. Llos andlisis quimicos indicaron que se trata del 3c. isoclorogé-
nico. La hidrélisis basica de la misma liberd los dcidos cafeico y quinico. El
ensayo bioldgico con distintas concentraciones de esta mezcla demostrd que la
concentracion necesaria para producir un 50% de inhibicidn sobre el CM (Cl1 50)
es de 0,3 mg de los comps. 3+3'+4/ml de medio). En las zonas L de las plantas
tolerantes 1, liT y lll se encontraron concentraciones de ac. isoclorogénico
que superan en gran medida los valores de Cl determinados. En contraste las
concentraciones halladas.en las plantas control y susceptibles estuvieron muy
por debajo de los valores minimos inhibitorios (Cuadro V).

Los estudios de localizacidn anatémica demostraron que los fenoles salubles

se localizan en las zonas de infeccidn (corteza, parénquima interfascicular

y floema) independientemente de la edad del hospedante). Sin embargo, el ndme-
ro de células con contenido fendlico aumentd notoriamente en las plantas tole-
rantes respecto a lag plantas control, mientras que en las plantas susceptibles
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Cuadro i1: Concentracidn de fenoles tota-
les en distintas zonas de tallos control

(C) e inoculados (1) de tres edades (mg/

gr de peso fresco) :

- Estadios
! KN L Pl
¢ b 6,0a 4,7a 4,2a  3,5b
SA L,la b,2a 4,2a  3,2b
| L 13,84 6,0a 11,5d  9,3da
SA 14,4d 10,0d 13,0d  9,6da}

Valores seguidos por letras diferentes
indican diferencias significativas al ni-
vel del 5%. L: zonas que incluyen lesio-

nes o tejidos *similares de las plantas
control. SA: zdnas sanas adyascentes.

Figura 2: Efecto de diferentes concentra
ciones de extractos metandlicos (mag de

peso fresco/ml de medio) sobre el crecimien
to-micelial. o: plantas control; 8: lesio-
nes de plantas inoculadas tolerantes (I,
Ty 111); 4 : zofias SA de todas las plan-
tas inoculadas y e: lesiones de plantas ino-
culadas susceptibles (llg)

B:Ac:Al6:1:2)

Figura 3: Perfiles cromatogrdficos de los extractos metandlicos provenientes

de A: plantas control de los estadios |, {I y i1l y B: plantas inoculadas de
los estadios 1, VIT, Il1sy I1}.
---: solo en estadios | y 1| .~ no siempre presente

..: solo en estadios || y 111

[ : zona difusa comprendida entre Rf

0,1-0,3
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Cuadro I1V: Efecto de los principales

- compuestos fendlicos aislados de ta- -

llos susceptibles (I1s) y tolerantes
(1) (300 mg peso fresco/ml de medio)

‘Cuadro V: Concentraciones promedio de

los compuestos 3+3'+h en las lesiones
de los tallos inoculados (1) y en te-
jidos similares de los tallos control

Ffocto (C) de los tres estadios estudlados
Compuesto N° (% inhibicidn) (mg/gr de peso fresco)
k g ! Estadios
el e Tr | s Ny 11
A 16 _7 | o095 0,056 0,056 0,036
4 70 A | -t,bd  0,1%bc 1,35d  0,bh5c
ZS Y j?3 :?3 Valores seguidos por letras diferen-
+15 tes indican diferencias significati-
19+ 20 -7 -7 vas al 1%.
21 4+ 22 + 26 -10 - -5 ‘
23 -8 -3
33 - -13
Fra _ =25 -28

a: zona difusa comprendida entre
‘los Rf 0,1 y 0,3 en la direccidn

B:Ac:A.

no parecid incrementarse. Se encontrd un mayor desarrollo del crecimiento se-
cundario en la base de los tallos saios del estadio I, acompafado de una
extensiva lignificacion. En las paredes celulares de las capas externas de

la corteza de los tallos de las edades | y Ill, y del parénguima interfasci-
cular de los de edad |, se observd la aparicidn de una fluorescencia postin-

feccicnal que parece deberse a la formacidn de ésteres de dcs. fendlicos con
componentes de las paredes celulares.

En los hidrolizados bdsicos de los extractos metandlicos completos pudo veri-
ficarse la presencia de los dcs. cafeico, ferilico, p.cumdrico y pHO benzoico.
 Pudo corroborarse que los compuestos 1 y 2 (&c. clorogenlco), y los 3+3'+4
(3c. isoclorogénico) son ésteres de 3c. cafeico; que los comps. 15 +15' del
Sc. ferdlico y que los comps. 19 +20 del &c. p. cumdrico. Los ésteres del aci
do pHO benzoico no fueron localizados. Como en numerosc. casos son los &cidos
libres los compuestos activos se probd el efecto de &cidos fendlicos comer-
ciales sobre el CM. Se determind que los Cl 50 son: 0,5 mg/ml para el &c. ca-
feico y 1 mg/ml para los dcs. ferdlico, p. cumdrico y pHO benzoico.

Discusidn

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento es posible concluir
que las diferencias de susceptibilidad presentadas por los distintos estadios
del girasol estudiados se deben por lo menos a dos tipos de mecanismos de de-
fensa. Uno de tipo bioquimico, similar cualitativamente en los distintos es~
tadios, y otro de tipo histoldgico dependiente de la edad del hospedante. A
raiz de la infeccidn flngica se produce una alteracidn del metabolismo de los
compuestos fendlicos en la planta lo que lleva a un incremento generalizado
de compuestos preexistentes y a la aparicion de otros no detectados en la plan
ta sana. Hasta el presente se ha comprobado que solo uno de los mas abundan-
" tes compuestos fendlicos preexistentes posee per se efectos inhitidores sobre
el CM. Se trata del ac. isoclorogénico el cual se acumula a concentraciones
inhibitorias en las plantas tolerantes pero no en las susceptibles. En estas
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Gl timas plantas es posible suponer que su velocidad de sintesis seria menor

de tal forma que las concentraciores minimas inhibitorias no pudieran alcan- -
zarse a tiempo para frenar la infeccidn. De tal forma el hongo podria exten-
derse y metabolizar los compuestos fendlicos impidiendo su acumulacidn en. las
lesiones. La localizacion periférica de los fenoles apoyaria la idea de su
eventual relacidn con los mecanismos de resistencia. Esto est3 de acuerdo con -
el hecho de que las lesiones de las plantas tolerantes son superficiales in-
volucrando unicamente los tejidos mds externos del tallo (epidermis y corte-
za). E1 alto desarrollo del xilema secundario y la gran lignificacién del mis-
mo podria constituir una barrera mecinica efectiva en las plantas del estadio
1l dado la aparente "imposibilidad de este patdgeno para‘producir ligninasas.
La eventual impregnaciéon de paredes celulares no lignificadas con &cidos fe-
nSlicos podria conferir a las mismas resistencia a la degradacidn por las en-
‘zimas flngicas en las edades | y tll. Finalmente se ha comprobado que &cidos
fendlicos libres cuyos ésteres no poseen efecto sobre el CM son inhibidores.’
La existencia de hidrolasas de la planta o del patégeno que pudieran llevar

a los mencionados €steres a sus formas activas podrian constituir mecanismos
complementarios que deben ser objeto de -futuros estudios. ’
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