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LISTA DE TERMINOS

= Células estériles: se definen como las células formadas por particién de

hifas no esporogénicas dentro del soro.

= Columela: se define como una estructura formada por material fungico y
huésped, que prolifera después del crecimiento inducido por hifas del
meristema huésped, y conecta el soro al huésped. La columela es
invariablemente de la misma longitud o ligeramente mas corta que la longitud
del soro.

= Esporogénesis: dentro del ciclo de vida haplo-diplonte en los hongos, es

la parte en la que se producen las esporas.
= Peridio: capa externa en algunas fructificaciones, soro.

» Soro: Una estructura de los carbones donde las esporas se producen.
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CARBONES
INTRODUCION

Los carbones son hongos patdgenos de las Angiospermas que afectan a
especies de importancia econdémica en dicotiledéneas (tales como papa,
cebolla, mani) y monocotiledéneas (cereales, gramineas). Se caracterizan por
producir esporas tipicas de color marrén a negro. Estas enfermedades son mas
conocidas en monocotiledoneas, especialmente en los cereales como por
ejemplo podemos citar a: U. hordei (carbén cubierto) y U. nuda (carbdn
volador) de la cebada, U. nigra (carbon volador) de la avena, Tilletia sp. (carbén
cubierto o caries del trigo) en trigo. En el mundo y hasta el siglo XX, se
consideraban la causa de graves pérdidas en los granos y/o semillas, similares
a las producidas por las royas, y actualmente se los consideran patégenos
secundarios de los cereales, pero poseen el potencial de causar severas
epifitias e importantes pérdidas econémicas a la agricultura, aun con el uso de
tratamientos quimicos a las semillas y la utilizacion de cultivares parcialmente
resistentes a estas enfermedades (Fischer & Holton 1957, Vanky 1985,
Hirschhorn 1986, Wilcoxson & Saari 1996).

Los carbones pertenecen a la division Basidiomycota, clase
Ustilaginomycetes, subclase Ustilaginomycetidae y se ubican sistematicamente
en dos Ordenes: Urocystales y Ustilaginales (Figura 1). Hasta 2012 en el
relevamiento mundial realizado por el Dr Vanky se determind la existencia 1650
especies y 93 géneros de carbones. El investigador considera que solamente
se han identificado el 10% de las especies presentes en la naturaleza (Vanky
1985, 2012, Vanky & Abbasi 2013). En Argentina, la Dra Hirschhorn determino

14 géneros sobre aproximadamente 140 hospedantes (Hirschhorn 1986) y
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determin6 un nuevo género, Juliohirschhornia (Linden) Hirschh. Sobre
Paspalum plicatulum Michx (Valle de Lerma de la provincia de Salta) en honor
a su hermano Julio Hirschhorn que fue incluido en el Orden Ustilaginales y

convalidado por Vanky (Vanky 2012).

El Orden Ustilaginales esta integrado principalmente por dos géneros:
Sporisorium y Ustilago. Las diferencias entre los dos carbones se deben a las
preferencias de las especies que parasitan en subfamilias Poaceae; el género
Sporisorium infecta exclusivamente a la subfamilia Panicoideae y el género
Ustilago infecta las subfamilias Pooideae o Chloridoideae (Begerow et al. 2006,
McTaggart 2010, Mc Taggart et al. 2012, Vanky & Abbasi 2013).

Los carbones son parasitos biotréficos que obtienen su alimento de las
células vivas del hospedador. Los biotréficos fungicos usualmente atacan solo
un rango limitado de hospedantes. Estos hongos forman estructuras de
infecciéon como los haustorios, producen sustancias en pequefias cantidades
como enzimas o toxinas para estimular el ablandamiento de las paredes
celulares y/o pueden entrar por aberturas naturales (estomas). Por este motivo
los parasitos biotréficos son subdivididos en dos clases segun el nivel de
saprofitismo que poseen en la naturaleza (Lutrell 1974):

1.- Holobiotréficos: Hongos parasitos que son dificil de cultivar o crecen
pobremente en estado micelial in vitro y son incapaces de crecer
saprofitamente en la naturaleza, por ejemplo: las royas, oidios.

2.- Metabiotréficos: Hongos parasitos que crecen libre y usualmente en estado
de brotacion en medios de cultivos y pueden tener una capacidad limitada para

un crecimiento similar saprofito en la naturaleza, por ejemplo: los carbones.
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Los carbones son enfermedades monociclicas y no presentan
estructuras sexuales. El monocariéon (n) no es patdgeno, siendo patégeno el
dicarion (n+n) cuando se forma la hifa infectiva. Ademas, las especies son
heterotalicas y necesitan de la unién de esporas compatibles para formar las
telisoporas (= ustilosporas) que son (n+n) y cuando maduran son (2n). En la
Figura 1 se ejemplifica mediante un esquema el proceso reproductivo de los

carbones (Vanky 1987).

! | FASE PARASITICA 1

| FASE SAPROFISICA |

Micelic Teliosporas en Teliosporas conjugacionde Micelio
basiocdiosporas
parasitico reposc n+n maduras 2n basiodiosporas parasitico
<
R

rl h
dicariofase diplofase haplofase dicariofase

caricgamia meiasis plasmogamia

Figura 1: Esquema tipico del proceso reproductivo de los carbones, segun
Vanky (1987).

En base a la informacién obtenida de los carbones como parasitos
metabiotréficos en la Figura 2 se ejemplifica un ciclo de U. bullata, agente
causal del carbon de la panoja de la cebadilla criolla sobre Bromus, tal como lo
describe McTaggart (2010) en U. cynodontis sobre Paspalum sp con un estado

anamorfico y un estado teleomoérfico.
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EL CICLO DE VIDA TIPICO DE LOS CARBONES

ESTADO TELEOMORFICO

Esporas del carbén

causando la _\\

infeccion
Esporas

; Esporasimple
. germinadas sobre sohre sl ciiltiva

el hospedante \
% . Basidiosporas

Apareamiento

Crecimiento prolifico compatible de
en el parénquima tipos conjugados

P
del hospedante _ J °+°
”~ , " %

 Hifa dicariotica

Fragmentacion de
hifas Y formacién
de teliosporas

[

Formacion de
basidio y
basidiosporas

Micelio dicariotico Apareamiento

entra.allhosptledante % compatible de
(Hifa infectiva) tipos conjugados

0-0

Figura 2: Ciclo de vida tipico de los carbones, ejemplo sobre el género Bromus
(Fotos: Astiz Gasso).

Para la identificacion y clasificacion taxonémica de los carbones se

utilizan diferentes parametros:

a. Observaciones macroscopicas del organo vegetal que infecta/n por
ejemplo:

1. Monocotiledéneas: U. maydis (tallos, hojas, inflorescencias, espigas
de maiz), U. nuda vy Tilletia sp (espigas de trigo), Sporisorium
reilianaum (inflorescencias de sorgo).

2. Dicotiledoneas: Thecaphora solani (tubérculos de papa), T. frezii
(frutos-cajas de mani), Urocystis cepulae (hojas, vainas de hojas y
bulbos de cebolla), Entyloma calendulae (hojas de la caléndula).
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. Caracteristicas del peridio presencia o no de columela, por ejemplo:

1. Con peridio (Tilletia sp.), sin peridio (U. nuda).

2. Con columela (Sporisorium cruentum), sin columela (S. reilianum).

. Observaciones con microscopio optico de las teliosporas (forma, color,

episporio, etc.), teliosporas solitarias o formando glomérulos, presencia

de células estériles, por ejemplo:

1. Teliosporas solitarias (Orden Ustilaginales): Sporisorisorum sp.
Tilletia sp. Ustilago sp.

2. Teliosporas en glomérulos (Orden Urocystales). Thecaphora sp.
Urocystis sp.

. Observaciones con microscopio de barrido y/o transmision de la

ultraestructura de tejidos afectados por el patdgeno y teliosporas.

. Caracteristicas de los ciclos de vida del patégeno: hospedantes que

infectan y tipo de infecciones (locales o sistémicas), por ejemplo

1. Infeccidn local y enfermedad sistémica: U. nuda (carbon volador de la
espiga de trigo y U. hordie (carb6n volador de cebada).

2. Infeccidn local y enfermedad localizada: U. maydis (agalla del maiz) y
U. filiformis (estria de la hoja de Glyceria), Thecaphora frezii (carbén
de la caja del mani), T. solani (carbon del tubérculo de la papa).

3. Infeccion sistémica: Tilletia sp. (carbdén cubierto o caries del trigo), U.
bullata (carbon de la panoja de la cebadilla).

-Determinaciones  moleculares que facilitan las resoluciones

taxonomicas de los carbones (Figura 3).
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Figura N° 3: Clasificaciéon taxonomica corroborada por métodos moleculares
(Vanky & Abbasi 2013).

Hasta el presente existen insuficientes antecedentes sobre las
alteraciones a nivel histopatologico y ciclos de vida de estos carbones sobre el
género Sorghum (sorgo) y dos especies de valor forrajero- Bromus y Glyceria-
registradas comunmente en praderas y pastizales naturales en la Provincia de

Buenos Aires.

La propuesta de tesis doctoral aportara informacion original para el pais
con miras a profundizar el conocimiento de la interaccién hospedante-patégeno
y avanzar en estrategias del manejo de las enfermedades producidas por U.
filiformis, U. bullata y S. cruentum en Poaceas de los géneros Sorghum,

Bromus y Glyceria.

Sorghum halepense L. (sorgo de alepo) es una de las diez especies de
malezas perennes mas importantes del mundo (Holm et al. 1977), ocupando en
Argentina mas de 7 millones de has. El sorgo de alepo se reproduce por
semillas y por rizomas. En nuestro pais para su control se utiliza como practica
cultural habitual la siembra directa y aplicacion de herbicidas, pero esta
estrategia de control puede producir en el transcurso del tiempo efectos no

deseables en el ecosistema o manifestar resistencia a los compuestos
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agroquimicos por su uso constante. Dadas las caracteristicas vegetativas y
reproductivas del sorgo de alepo, es de suma importancia desarrollar
alternativas que contribuyan al desarrollo de un manejo integrado de la
especie, a fin de atenuar su impacto en la produccién de los cultivos con los
cuales compite (Holm et al. 1977; Mitidieri 1984). Hirschhorn (1986) report6 la
presencia en Sorghum spp. y S. halepense de Sporisorium cruentum (Kihn)
Vanky en la Argentina. Es un hongo biotrofico, que produce una infeccion de
“tipo sistémico” y completa su ciclo de vida en el hospedante. La infeccién de S.
cruentum se inicia cuando las esporas estan en contacto con la planta y
germinan produciendo hifas que penetran en el tejido colonizando brotes y
rizomas. Ademas, este patdgeno se difunde internamente hasta alcanzar las
inflorescencias formando un soro que se desarrolla a expensas del ovario

impidiendo la formacién de la semilla (Vanky 1985).

Glyceria multiflora Steud., es una graminea nativa, perenne invernal y
rizomatosa, que habita pastizales bajos, bafiados y cubetas del sur de Entre
Rios, ribera Rioplatense y la Cuenca del Salado, en la provincia de Buenos
Aires. Se ha sefalado su preferencia por los animales por cuanto es clave su
persistencia como recurso forrajero en los potreros de una explotacion

ganadera (Rossi et al. 2006, 2009).

Por otra parte, entre las adversidades de origen bidtico se reportd un
carbon que afecta a las vainas y laminas foliares. Ustilago filiformis (=U.
longissima) (Sch) Meyen es patégeno de varias especies de Glyceria
incluyendo a G. multiflora. La enfermedad, se denomina carbén estriado de la
hoja de Glyceria. Las plantas infectadas son ligeramente enanas, levemente

amarillentas, y manifiestan fallas en la formacién de las flores o espiguillas. La
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esporulacion del hongo puede ocurrir durante todo el desarrollo del
hospedante. Las teliosporas son dispersadas por el viento y el agua. La semilla
no es considerada como via de transporte de la enfermedad (Vanky 1985). El
primer reporte sobre U. filiformis en la Argentina fue realizado por Hirschhorn
(1986) en la localidad de La Plata. En el ano 2006 la enfermedad fue
observada en pasturas de la zona de Jeppener, Provincia de Buenos Aires, y
se documentaron aspectos relacionados al comportamiento del patégeno en el

hospedante (Astiz Gasso et al. 2006).

Bromus catharticus Berk. (Cebadilla criolla, Cebadilla, Rescue grass,
Brome grass) es ofra especie nativa constitutiva de las planicies templadas del
cono sur. Su ciclo vegetativo es otofio-invernal. Los ecotipos bianuales se
hacen perennes en las pasturas por su facilidad de resiembra natural. En la
Argentina ocupa el segundo lugar como especie sembrada después de Festuca
arundinacea (Festuca alta). La resiembra de esta pastura se ve frecuentemente
limitada por el ataque del carbén de la panoja de la cebadilla (U. bullata). Las
teliosporas de U. bullata se ubican entre/sobre las glumas, entre glumas y
cariopse y/o suelo. Es un hongo del “tipo sistémico” cuya infeccidn se inicia
cuando las teliosporas germinan y alcanzan la superficie de las plantulas. La
viabilidad de las esporas en el suelo es de varios afios (Hirschhorn 1986). Este
patdgeno produce todos los afos importantes mermas en la produccion de
semillas en la regidbn pampeana, afectando la resiembra natural y la
disponibilidad comercial de semillas. Este hongo es un patdgeno que infesta la
semilla y se controla con fungicidas contacto y sistémicos, pero en la resiembra
natural se suelen presentar problemas por las panojas infectadas en el

segundo afio con decrecimiento vegetativo en el campo (Astiz Gasso et al.
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2004). También se han realizados trabajos tendientes a estimar un “umbral” de
esporas presentes en la semilla y dosis de terapicos para logar un mayor

control de la enfermedad (Astiz Gassé et al. 2009).

En afio 2001, en el Instituto Fitotécnico Santa Catalina (FCAyF UNLP),
se iniciaron las primeras investigaciones sobre el uso de un agente
biocontrolador (Trichoderma sp.) como bioinsumo a incorporar dentro de un
esquema de manejo integrado de la enfermedad producida por el patégeno U.
bullata en plantas de cebadilla criolla. Se observd que algunas cepas de
Trichoderma spp. que se aislaron de la rizésfera plantas de cebadilla que no
estaban atacadas por el patdgeno, inhibian en crecimiento in vitro de las cepas
de U. bullata (Albertd et al. 2001; Astiz Gasso et al. 2007). El tratamiento
biolégico de las semillas con Trichoderma spp. se emplea hoy dia como
estrategia para el combate de hongos fitopatdgenos con el objetivo de disminuir
la infestacion natural acompafante de la misma, y darle proteccién en el nicho
de siembra. Esta técnica es muy utilizada por ser rapida, de facil aplicacion,
ademas de economizar tiempo y recursos. En el proceso de aplicacion, es
importante tener en cuenta la textura de las semillas (lisas, verrugosas y/o
presencia de glumas), y la incorporacion de un adherente para asegurar el

recubrimiento de estas con la dosis recomendada del producto.

Cabe destacar que estos productos biolégicos son uno de los puntales
de la agricultura sustentable, y en la actualidad, su produccién comercial se ha
extendido considerablemente a nivel mundial, aunque es incipiente en
Argentina. Los biocontroladores son elementos claves en el manejo integrado
de los cultivos, siendo el control biolégico una herramienta que utiliza recursos

naturales para mantener las poblaciones de especies daininas en cultivos por
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debajo de niveles que causen dafos economicos. Pero para incorporar
productos biolégicos en el manejo de un cultivo, es imprescindible conocer la
sensibilidad de los agentes bioldgicos a los agroquimicos que se emplearan en
dicho manejo, con el fin de conservar su capacidad controladora y establecer
medidas para su uso eficiente. En este sentido, investigaciones recientes
indican que la respuesta de Trichoderma varia en dependencia de las
combinaciones especie/cepa de microorganismos y productos fitosanitarios
evaluados (Martinez et al. 2013) por lo que debe ser testeado en cada situacion

en particular y patosistema a manejar.

Teniendo en cuenta que el uso de controladores biolégicos constituye
hoy dia una necesidad econémica y ecologica obligada, convirtiéndolo en
insumo interesante a los productores del campo, dada la falta de informacion
existente, se profundizd este aspecto en la presente tesis doctoral analizando

la efectividad de Trichoderma en el patosistema B. catharticus-U. bullata.

HIPOTESIS DE TRABAJO

e Sporisorium cruentum, Ustilago filiformis y Ustilago bullata producen
distintos tipos de infeccion y alteraciones histopatolégicas en los tejidos
vegetativos y reproductivos de sus hospedantes.

e El conocimiento de las razas de U. bullata y la variabilidad genética de
Bromus sp. permitiran en el futuro aplicarse estrategias en el manejo de

U. bullata en el género Bromus.
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e El establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B. catharticus
y la determinacion de la dosis de terapicos de semillas logra una mayor
eficacia y eficiencia en el control de la enfermedad en el cultivo.

e Trichoderma spp. disminuye la infeccion de U. bullata en plantas de
Bromus spp.

e El uso combinado de Trichoderma-terapicos sintéticos aporta un mayor

control y mejora el manejo del patégeno U. bullata sobre B. catharticus.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
o Evaluar el efecto de los carbones en los tejidos vegetativos y
reproductivos de Poaceas de los géneros Sorghum, Glyceria y
Bromus, mediante el estudio de la biologia de los patdégenos S.
curentum, U. filiformis y U. bullata respetivamente y el andlisis de
las alteraciones histopatolégias ocasionadas en dichos

hospedantes.

o Evaluar la combinacidén entre Trichoderma-terapicos de semilla
para su aplicacion en el manejo integrado de Ustilago bullata en

Bromus catharticus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Evaluar los efectos y alteraciones ocasionadas por S cruentum a nivel
celular en los tejidos vegetativos y reproductivos de las plantas de S.

halepense.
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» Determinar el tipo de infeccién (sisttmica o local) y los cambios
histopatolégicos resultantes de la evolucién de U. filiformis en plantas de G.
multiflora.

= Evaluar los efectos y alteraciones ocasionados por U. bullata a nivel
celular en los tejidos vegetativos de las plantas de B. catharticus.

= Determinar la existencia de formas fisiolégicas en poblaciones U. bullata
y el comportamiento en diferentes especies del genero Bromus.

= Determinar el umbral de esporas en semillas de cebadilla y dosis de
terapicos para el control con agroquimicos de U. bullata en B. catharticus.

= Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizosfera de plantas
de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata.

= Determinar la efectividad de Trichoderma spp. para el biocontrol de U.
bullata en plantas de B. catharticus.

= Evaluar la combinacién de Trichoderma-terapicos de semilla de
cebadilla y su eficacia en el manejo integrado de U. bullata.

= Documentar con fotomicrografias las alteraciones histopatologicas y

danos producidos en los patosistemas mencionados.
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CAPITULOI
HISTOPATOLOGIA Y ALTERACIONES MORFOLOGICAS PRODUCIDAS

POR Sporisorium sp. EN RIZOMAS DE Sorghum halepense

RESUMEN

Sporisorium cruentum (Kuhn.), es el agente causal de enfermedades en
el género Sorghum incluyendo Sorghum halepense (L.) Pers.. El presente
trabajo tuvo por objeto analizar el desarrollo y la evolucién del patogeno en los
tejidos del hospedante, y evaluar las implicancias de la enfermedad en el
crecimiento vegetativo de los rizomas del sorgo de alepo.

Para determinar la presencia del hongo se realizaron cortes histologicos del
hospedante que se observaron por medio de microscopia Optica (MO) y
microscopia electrénica transmisién y de barrido (MET, MEB). Se estimé la
cantidad de biomasa producida de la parte aérea y de los rizomas de S.
halepense. El efecto de S. cruentum en las diferentes etapas de crecimiento
de la maleza se evalu6 bajo condiciones de invernaculo. Para la inoculacion de
los rizomas se utilizaron tres métodos: 1) T1: Infecciones con método
hipodérmico; 2) T2: inmersién de rizomas en suspension de medio de cultivo
caldo papa-dextrosa (PD 2%) con teliosporas realizando vacio a 0.1 MPa; 3)
T3: inmersidén de rizomas en cultivo de esporidias realizando vacio a 0.1 MPa
(5 min.) y control: inmersion de rizomas en PD 2%. En los tres casos se
observd el proceso de infeccion a través de los tejidos para detectar la

presencia del micelio del hongo en los meristemas vegetativos y reproductivos.
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Los tres métodos fueron efectivos para la infeccidén de los rizomas pero
se observd que el método T1 fue el mas agresivo debido a que produjo
induccién de yemas multiples. En los tres casos el micelio del hongo se localizd
por debajo de meristema apical, en la hoja, los primordios florales y la espiguilla
de la panoja. También se observd como sintoma caracteristico del género
Sporisorium, el acortamiento de entrenudos, la produccion de panojas estériles
y la formacién de filodios en el hospedante. Los tratamientos T2 y T3 causaron
una disminucion total de la masa aérea seca (MSA) de 0,33 g.pl =1y un 39,2
g.pl ' en la produccién de rizomas (MSR) con respecto al control. De acuerdo a
los resultados obtenidos, una vez vencidas las barreras estructurales de los
rizomas, S. cruentum posee una alta eficacia para producir infecciones en
sorgo de alepo. Es importante destacar que debido al efecto que produce sobre
la biomasa de los rizomas de S. halepence, S. cruentum podria ser utilizado
como agente de biocontrol para ser aplicado en el manejo integrado de esta

maleza para una agricultura sustentable.

Palabras claves: Sporisorium cruentum, loose kernel smut, Sorghum

halepense, Johnsongrass, histopatologia, métodos de inoculacion.
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INTRODUCCION

Sporisorium cruentum (Kuhn.) (=Shacelotheca cruenta) es el agente
causal de enfermedades en distintas especies del género Sorghum incluyendo
Sorghum halepense (L) Pers., aunque ciertas variedades o hibridos de sorgo
son inmunes o altamente resistentes a este carbon. El sorgo Sudangrass no es
generalmente afectado por este patégeno. S. cruentum es el carbén que tiene
menor incidencia como enfermedad en el género Sorghum (Hirschhorn 1986).

S. cruentum se caracteriza por ser, como en la mayoria de las especies
del Orden de las Ustilaginales, un parasito biotréfico del “tipo metabiotrofico”.
Estos patdgenos poseen la caracteristica de poder desarrollarse como
saprofitos en medio de cultivo artificial. Esto se debe a que tienen un estado
esporidial que les permite multiplicarse por brotacion “tipo levadura® y otro
parasito “tipo micelial” en el huésped, completando de esta forma el ciclo de
vida (Luttrell 1974).

La infeccion de S. cruentum se inicia cuando las esporas estan en
contacto con las plantas en el suelo y por el efecto de la interacciéon entre
hospedante-patégeno se induce la germinacion de las mismas. Las teliosporas
producen hifas infectivas que penetran en la epidermis de las plantas jévenes y
comienzan a colonizar los tejidos de los brotes y los vastagos de los rizomas.
Este patégeno tiene la caracteristica de difundirse internamente por el
meristema apical hasta alcanzar las inflorescencias donde se forma un “soro”,
el cual se desarrolla a expensas del ovario. Generalmente todas las semillas en
la panoja son carbonosas y la destruccion parcial es poco comun. Algunas

panojas pueden ser transformadas en panojas estériles o formar filodios
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cuando escapan a la infeccion. Las panojas carbonosas aparecen
anticipadamente en el cultivo. También tienen la caracteristica que se abren
antes que las panojas sanas. Las semillas son reemplazadas individualmente
por un “soro” que mide 2,5 cm o mas de largo, y termina en forma de punta
conica. Esta estructura normalmente se encuentra rodeada por una membrana
fragil (peridio) que se rompe rapidamente, y paralelamente se produce la
formacion de una pequefia columela curvada recubierta de teliosporas (Fischer
& Holton 1953, Vanky 1985, Duran 1987).

Sorghum halepense (=Johnsongrass, sorgo de alepo) es una graminea
que pertenece a la familia Poaceae y es una de las diez especies de malezas
perennes mas importantes del mundo (Holm et al. 1977). En Argentina esta
especie ocupa mas de 7 millones de has (Mitidieri 1984) y su lugar de origen
fue situado en un area abarcada por el mar Mediterraneo, Asia menor (Iran y
Turquia) y sudoeste de Europa (Piper 1928). De Wet y Huckaby (1967)
posteriormente determinan un ecotipo tropical ubicado en el sur de India y en el
oeste de Pakistan. Este ultimo es reemplazado por un ecotipo mediterraneo
distribuido en Asia menor, sudoeste de Europa y norte de Africa. Estos autores
afirman que el ecotipo mediterraneo fue posteriormente introducido en América
y Australia. Sorghum halepense se reproduce por semillas y por rizomas. Una
planta de esta especie puede producir 80.000 semillas, y 62.5 m de rizomas,
con 8000 g de peso, en una estacion de crecimiento (Mc Whorter 1961,
Anderson 1996).

La capacidad de perpetuaciéon del sorgo de alepo es por medio de las
semillas y brotacién de rizomas. Luego de los 40-50 dias de la emergencia, es

muy dificil establecer si la estructura aérea ha sido generada por rizomas o por
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semillas. Desde el punto de vista bioldgico, poblacional y de manejo, no existen
diferencias entre plantas adultas generadas por una semilla o un rizoma. En el
caso de las semillas de sorgo de alepo, estas le brindan a la especie la
posibilidad de ser la fuente principal de dispersion a distancia, ademas
proporcionan variabilidad genética que le permite la adaptacion de la poblacién
a los diferentes ambientes que afectan a la actividad humana (Ghersa &
Satorre 1981, Satorre et al. 1981, Mendez Fernandez et al. 1983, Leguizamédn
2012).

En los campos destinados a la agricultura, y especialmente en los
cultivos en los que existe superposicion de ciclos con el sorgo de alepo, los
perjuicios ocasionados por esta especie son a través de los mecanismos de
competencia por nutrientes y por accion de sustancias inhibitorias producidas
por las raices. Estas Ultimas afectan la germinacion de semillas de otras
especies cultivadas y este efecto alcanza una gran importancia en las areas
productivas (Satorre et al. 1981).

Se han determinado diferentes fitopatdogenos afectando a S. halepense:
Pseudomonas spp., Xanthomonas holcicol, Helmintosporium  spp.,
Spacelotheca holci, Mycosphaerella sp., Phoma sp., Puccinia purpurea, P.
graminis, diferentes virosis (Templeton 1982, Holm et al. 1977; Vanky 1985,
Masion & Lindow 1986; Millhollon 2000) y Bipolaris sorghicola (van Dyke &
Winder 1985, Winder & van Dyke 1990). También el sorgo de alepo es
considerado un hospdante alternativo de transmisién de varias enfermedades
en las areas de produccion agricola. En la Argentina se identificaron varios
patdgenos tales como S. cruentum (Hirschhorn 1986); Alternaria spp, Drechlera

spp., Curvularia spp., Phyllosticta spp., Phoma spp. (Verdejo et al. 1995) y
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Bipolaris sorghicola (Acciaresi & Moénaco 1999). Estos patdégenos afectan al
desarrollo vegetativo, pero tienen en algunos casos escasa influencia en la
etapa reproductiva. En el caso de S. cruentum evita la formacion de las
semillas porque son reemplazadas por las teliosporas del carbén y a su vez
son dispersadas por el viento para reinfectar otras plantas.

En este capitulo se presentan los resultados de la investigacion llevada a
cabo para estudiar la implicancia que tiene el patégeno S. cruentum a través de
su desarrollo y evolucién en los tejidos del hospedante (S. halepense), y su
efecto en el crecimiento vegetativo de los rizomas.

HIPOTESIS

e Sporisorium cruentum produce distintas alteraciones histopatologicas en

los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Sorghum halepense.

OBJETIVO

= Evaluar los efectos y alteraciones ocasionados por Sporisorium
cruentum a nivel celular en los tejidos vegetativos y reproductivos de las

plantas de Sorghum halepense.

MATERIALES Y METODOS
La metodologia utilizada en esta investigacion fue adaptada y modificada
en base a técnicas utilizadas para el estudio de otras especies de Ustilaginales,
como lo ha mencionado Fernandez et al. (1978), Matyac (1985), Craig &

Frederiksen (1992) y Moharam et al. (2012)

Preparacion de los rizomas
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Se realizaron dos ensayos en invernadero. Se utilizaron rizomas de S.
halepenese susceptible al carbdén, extraidos de un clon cuyas panojas
presentaban ataques de carbdn procedente de infecciones naturales. Las
muestras fueron seleccionadas del campo experimental del Instituto Fitotécnico
de Sta. Catalina, situado en la Localidad de Llavallol, provincia de Buenos
Aires. Los rizomas se trozaron dejando dos yemas/rizoma, que luego se
lavaron bajo una corriente de agua durante 2 horas. Posteriormente, se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 30% durante 20 miny
se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para realizar las diferentes

experiencias.

Preparacion del inéculo

Se tomaron las muestras de las panojas de plantas infectadas
naturalmente a campo y luego se observaron con microscopio estereoscépico
para determinar y confirmar la especie de carbén.

Las teliosporas fueron extraidas de las inflorescencias para su
determinacion taxondémica: 1.- Se montaron en lactofenol para su visualizacion
con microscopio optico (MO) 2.- Se montaron en platina y se metalizaron con
una capa de oro paladio para su observacion bajo microscopio electronico de
barrido (MEB) (D’Ambrogio Argueso 1986).

Las panojas infectadas fueron trituradas con mortero para obtener una
abundante masa carbonosa y homogenizar la muestra. Luego el material se
desinfectd en solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos,
mientras se centrifugaba a 3000 rpm, para evitar posibles contaminantes.

Posteriormente, se realizaron tres lavados en agua destilada estéril. Este
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procedimiento se realizd tanto para el tratamiento de suspension de las
teliosporas como en la obtencion de los cultivos axénicos.

Para la preparacion de los cultivos esporidiales se tomaron alicuotas de
0,1 ml de suspensién de esporas desinfectadas y se sembraron en placas de
Petri que contenian papa-dextrosa- agar al 2% (PDA). Luego fueron incubadas

en estufa a 25°C +2°C y en oscuridad. A partir de las 12 h se comenzé a

observar la germinacién de las teliosporas hasta la formacién de las colonias.
Las cepas se aislaron en tubos en pico de flauta con medio de PDA y se
guardaron en heladera a 5°C para luego ser utilizadas en los ensayos. Para la
caracterizacion morfo-cultural (crecimiento, forma, color) se sembré un disco de
6 mm diametro en el centro de una placa de Petri de 6 cm y se la incub6 en
estufa a 25°C £2°C. Para la preparacion del inéculo con los cultivos
esporidiales de las cepas aisladas fueron transferidas al medio de cultivo
liquido de caldo-papa-dextrosa al 2% (PD) y se llevaron a incubar a 25°C + 2°C
en oscuridad. El in6culo fue mantenido en agitacién continua, utilizando un
agitador rotativo hasta que la densidad del inéculo alcanzé una concentracion
de 108-8esporidias/ml, luego de 4 dias de incubacion. (Astiz Gasso et al. 2001).

Cuando se obtuvieron los materiales, se programaron dos ensayos
sobre los rizomas:

Tratamiento 1: Inoculacion de plantulas de sorgo con aguja hipodérmica.

Tratamientos 2-3: Inoculacion de yemas al vacio (suspension de teliosporas y

cultivos liquidos de esporidias).
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Inoculacién de plantulas de sorgo con aguja hipodérmica

Los rizomas se sembraron en bandejas plasticas (10 x 13 x 15 cm) que
contenian arena estéril y se regaron con agua destilada estéril. Las bandejas
se llevaron a una camara en condiciones ambientales para favorecer el
desarrollo de las plantas a una temperatura de 20°C + 2°C, humedad relativa
de 80-90% y ciclos de 16 h luz/8 h oscuridad. Cuando emergieron las plantulas
y presentaron un buen desarrollo vegetativo (3-4 hojas) se inocularon con una
suspension de cultivos esporidiales (concentracion de 1098 esporidias/ml),
utilizando una jeringa y aguja hipodérmica por debajo del meristema apical
(Edmunds 1963). En este ensayo se trataron 30 plantas y un numero igual de
plantas blanco como testigo. A partir del tercer dia, se comenzd la extraccion
de 5 plantas por cada estado vegetativo hasta completar el ciclo bioldégico del
sorgo de alepo o hasta la aparicion de sintomas visibles del patégeno.

Las muestras fueron fijadas en FAA (alcohol etilico, formol, acido acético
glacial) y posteriormente, fueron procesadas en el laboratorio utilizando
diferentes técnicas histoldgicas.

En este ensayo se evaluo la presencia del micelio en las estructuras
vegetativas y reproductivas del sorgo de alepo (yema apical, hoja, tallo e

inflorescencia).
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Inoculacién de rizomas con teliosporas y cultivos esporidiales al vacio
Este ensayo se realizO con dos tipos de inoculo, pero aplicando la
misma técnica de inoculacion:

Tratamiento T1: inmersion de rizomas en PD blanco.

Tratamiento T2: inmersion de rizomas en suspension en cultivo liquido (PD) +

teliosporas (1068 esporas/ml) aplicando vacio de 0.1 MPa durante 5 min.

Tratamiento T3: inmersién de rizomas en cultivo liquido (PD) con esporidias

(1088 esporidias/ml) aplicando vacio de 0.1 MPa durante 5 min (Ménaco et al
2001; Astiz Gasso et al 2001).

Los materiales inoculados se sembraron en bandejas plasticas
(10x13x15 cm) que contenian arena estéril y se regaron con agua destilada.
Luego éstas se llevaron a camara en condiciones ambientales faborables para
el desarrollo de las plantas y el inéculo del patégeno (temperatura 20°C + 2°C,
humedad relativa 40-60% vy ciclos de 16h luz8h oscuridad. Cuando las
plantulas tuvieron 2-3 hojas fueron transplantadas en macetas de cuatro litros
de capacidad que contenian tierra negra desinfectada, para evitar la
contaminacion con otros microorganismos, a razon de 2 plantulas/maceta en
un total de 20 macetas. Luego fueron trasladadas al invernadero para que
completen el ciclo vegetativo. Se utilizd un disefio completamente aleatorizado
con tres repeticiones, sembrandose 2 plantulas/maceta en 20

macetas/tratamiento y controles.

Técnicas histoloégicas en laboratorio

Para este ensayo se extrajeron periddicamente muestras de las plantas

inoculadas en las que se observd el desarrollo de sintomas del patogeno
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(clorosis, alteraciones morfolégicas, etc.) y de los testigos sin tratar. Las
muestras de hojas infectadas (1mm x 1Tmm del area afectada), las de hojas
sanas y de los primordios de yemas vegetativas y florales, se fijaron en
glutaraldehido para posteriormente realizar las inclusiones con resinas
sintéticas Spurr de baja viscosidad. Para la realizacion de los cortes se us6 un
micrétomo Sorvall MT 2-13 con cuchilla de vidrio para obtener secciones

semifinas de 1um de espesor y luego fueron tefiidas con azul de toluidina. Las

muestras de tallos, yemas apicales, espiguillas de panojas infectadas vy
controles se fijaron en FAA y posteriormente se pre-trataron con acido
fluorhidrico al 10% durante 7 dias, para la eliminacion del silice presente en la
epidermis de la familia Poaceas. La inclusion se realizé en parafina para los
cortes transversales y longitudinales de aproximadamente 10-12 pm de
espesor usando un micrétomo tipo Minot. Para la observacion microscopica se
realizd la coloracion doble de safranina-fast-green y se montaron en DePex.
Los preparados fueron observados en microscopio 6ptico (Bracegirdle & Miles

1975, D’Ambrogio Arglieso 1986).

Evaluacion de las inoculaciones al vacio

En este ensayo se extrajeron muestras de hojas que presentaban
manchas y se observaron utilizando técnicas de tincibn con montanje en azul
de trypan en lactofenol. Se observd con microscopio Optico, para confirmar la
presencia del patdégeno en el tejido.

Para evaluar la evolucion de S. cruentum y la relacion hospedante-
patdbgeno en sorgo de alepo, se extrajeron muestras de meristemas apicales
antes de la elongacion de los tallos, de espiguillas antes de emerger las
inflorescencias de la hoja bandera, y de panojas carbonosas. Al finalizar el ciclo
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vegetativo del sorgo de alepo se contabilizaron el numero de plantas infectadas
y no infectadas con el carbédn, para calcular el porcentaje de infeccion sobre el
total de plantas. También se extrajeron 5 plantas completas de sorgo de alepo
al azar por repeticion y testigos para los tratamientos T2 y T3. Al finalizar el
ciclo de crecimiento de la maleza, se procedid a separar la parte aérea de la
subterranea para determinar las variables: materia seca aérea (MSA, g.pl'') y
materia seca de rizomas (MSR, g. macetas™'). Para estas determinaciones se
colocd el material en estufa y se mantuvo hasta peso constante durante 48 h
de acuerdo a la metodologia propuesta por Ward et al. (1978) y se obtuvo el
peso seco de las muestras tratadas y testigo.

Para el analisis estadistico de los datos, se analizaron las medias de los
tratamientos y se compararon mediante el método de las diferencias minimas
significativas (LSD) (p< 0.05%) utilizando el método estadistico SAS 6.03 (SAS,

1989).

RESULTADOS

Determinaciéon taxondmica de Sporisorium cruentum

Las observaciones macroscopicas confirmaron que los soros
corresponden a los tipicos de la especie S. cruentum, que presentan un peridio
fragil y columela curvada (Fig. 1A).

Las teliosporas tienen forma redondeada a subglobosa; episporio
equinulado; tamafio de 6-8um de diametro y color marrén oscuro, tal como se
comprobd en los preparados de microscopio electronico de barrido (MET) como

optico (Fig. 1 B, C).

42



Las teliosporas germinaron in vitro y emitieron metabasidios
(=promicelios) tabicados con 4 células y formacion de basidiosporas
(=esporidias) laterales. La multiplicacion es por brotacion, lo que gener6 una
cantidad abundante de nuevas esporidias (Figura 1 D). Las esporidias
rapidamente formaron colonias del tipo levadura de color marrén claro al ocre
en PDA y presentaron un crecimiento del tipo radial que a los 20 dias cubri6 la

caja de Petri de 6 cm de diametro (Fig. 1 E).

Evaluaciéon del método de inoculacién con jeringa hipodérmica

Las plantas provenientes de rizomas con 4 a 6 hojas desarrolladas
fueron inoculadas con las esporidias. A partir del tercer dia, se tomaron
muestras de los meristemas apicales y de las hojas de las plantas tratadas y
testigos para realizar los cortes longitudinales. Los provenientes de las plantas
sanas no presentaron infeccion del patégeno (Figura 2 A), a diferencia de las
plantas que fueron tratadas en las que se observd el desarrollo inter e
intracelular de las hifas del hongo (Figura 2 B). Entre los 10 a 15 dias
posteriores a la inoculacion se registrdé en 4 plantas, sintomas del tipo
hipoplasico con clorosis leves a marcadas (Figura 2 C) y del tipo metaplasico
con produccidn de pigmentos antocianicos. También se produjo pérdida de
hojas por necrosis vascular. En cortes transversales de la vaina parenquimatica
de los haces vasculares se observo, en los preparados semifinos para MET, la
ausencia de cloroplastos o parte de ellos degradados cuando el hongo penetra
dentro de la vaina (Figura 2 D). En el testigo, en la misma zona, se visualizo la
normal ubicacién de los cloroplastos, como se registra en las plantas C4

(Figura 2 E). En las plantas doénde la clorosis fue marcada, se observd un
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menor vigor en el crecimiento sin inducir a la muerte de las mismas. Estas
observaciones fueron confirmadas a nivel ultraestructural con microscopia
electronica de transmisién. Las hojas sanas mostraron cloroplastos normales
en el clorénquima del mesodfilo y de la vaina parenquimatica de los haces
vasculares. También se observd un desarrollo normal de las estructuras
presentes en el citoplasma, tales como glébulos lipidicos, reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias, y vesiculas (Figura 3 A, B). A diferencia
de las hojas de las plantas tratadas que presentaron una desorganizacion de
sus células por la presencia de las hifas del patégeno. (Figura 3 C, D).

A partir de los 18-25 dias de inoculadas se produjo la elongacion del
tallo del estadio reproductivo y se observo en los nudos superiores la induccion
de la formacion yemas mudltiples entre 3 a 7 yemas que se originaban en un
nudo comun, este tipo de anormalidad es tipica de la especie S. cruentum.
Posteriormente, se visualizd la emergencia de pequenas panojas infectadas o
la formacion de panojas estériles o filodios o pequefios vastagos (Figura 4 A).
No se observaron estas anormalidades en el testigo. Cuando se realizaron los
cortes histolégicos de los pequefios vastagos, se visualizd en tres de ellos la
formacion de yemas: una vegetativa y otra reproductiva, protegidas por la
formacion de primordios foliares (Figura 4 B). Las hifas del hongo se
observaron con microscopio Optico en la base del meristema del vastago
(Figura 4 C, D)y se confirmé en detalle con MET (Figura 6 A, B).

En los cortes longitudinales y transversales realizados en los tallos, no
se observo la presencia del patégeno en las plantas tratadas y no tratadas

siendo el organo reproductivo infectado por el patégeno.
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También se determind que el patégeno no proliferé hasta que el gineceo
estuvo totalmente desarrollado dentro de la espiguilla. De esta manera la
invasion del hongo comenzd en primer término por el gineceo, donde se
observo que la hifa se fragmenta y produjo la espermogénesis con la formacion
de teliosporas. El proceso de esporulaciéon continué por las anteras hasta
producir la desintegracion total de los tejidos que las componen. Los granos
fueron sustituidos por los soros que median 2,5 cm 0 mas rodeados por una
membrana delgada de color gris. Esta membrana se rompié al emerger la
panoja y las teliosporas de color marron a negras se desprendiron dejando una
estructura larga, negra y puntiaguda, de forma coénica y/o curvada (columela).
Las glumas y las glumelas se conservan intactas para proteger el soro (Figura
5 A, B). Cuando se extrajeron las espiguillas en formacién, se observo en los
cinco especimenes analizados la presencia de las hifas del hongo en la base
de los primordios florales. En un estadio mas avanzado se observo en los
cortes histolégicos de las espiguillas basales que las hifas del hongo se
encontraban ubicadas en los tejidos de conduccion y en el parénquima medular
del pedicelo floral (Figura 5 C, D). Esto pudo observarse con mayor detalle en

microfotografias realizadas con MET (Figura 6 C, D).

Inoculacién al vacio con teliosporas

En este ensayo se registrd similitud con el método de la jeringa
hipodérmica en cuanto al desarrollo del micelio vegetativo y reproductivo del S.
cruentum como en el caso anterior. También se examinaron 10 brotes de la
base en las plantas inoculadas de 3-4 semanas de edad. En los brotes
inactivos se vio solamente trozos de hifas en el tejido meristematico, mientras

que en algunos apices de brotes desarrollados fueron completamente
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colonizados en estadios relativamente tempranos del desarrollo. En otros casos
se observo plantas con sintomas del tipo metaplasico en las hojas, pero no tan
marcados como en el caso de la infeccion con aguja hipodérmica. No se

determind presencia de hifas del hongo en los tallos.

Inoculacion al vacio con esporidias

En este ensayo se examinaron 80 rizomas inoculados con esporidias del
hongo y se observd sobre los mismos, la formacion de un micelio de color
blanco que rapidamente colonizé la superficie y ademas no permitié el
desarrollo de las plantulas. Como consecuencia del ataque del patégeno se
registraron las siguientes alteraciones: inhibicién de la brotacién de las yemas,
deshidratacion parcial o total y necrosis hasta producir la muerte del rizoma a
diferencia del testigo donde las plantas se desarrollaron normalmente. Para
verificar si el problema era producido por un defecto de la desinfeccion,
contaminantes u otras causas, se sembraron rizomas inoculados al vacio con
esporidias (T3) en cajas de Petri sobre papel humedecido con agua destilada
estéril y para confirmar la presencia de S. cruentum por el re-aislamiento del
hongo (Figura 7 A, B).

También en este caso se visualizd que el micelio se desarrollaba de
manera intercelular y también se hallaron hifas del patégeno en la base del
meristema apical y la region de los nudos. No se observd en los tejidos la
fusion entre esporidias, pero si la formacion de hifas intracelulares. En otras
plantas se evidenciaron sintomas de clorosis en las hojas, que fue confirmada
por medio de cortes histologicos por la presencia de la hifa del hongo. También

en este caso se observo la presencia de hijuelos aéreos en los nudos, yemas
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multiples y panojas estériles inducidas por el patdgeno. A diferencia del testigo

que produjo un desarrollo normal de las plantas.

Masa seca area

Respecto a la MSA, no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos con inoculacion al vacio con teliosporas (T2) 0,16 g.pl' y con
inoculacion con esporidias (T3) 0,17 g.pI', pero ambos fueron altamente
significativos LSD (p<0,05) comparados con el testigo 0,52 g.pl’', este
comportamiento se puede visualizar en la Figura 8.

Las plantas presentaron en ambos casos un acortamiento de los
entrenudos y disminucion en la altura en comparacién al testigo (Figura 10 A,
B). También se evidencio una floracion anticipada en las plantas que

presentaron carbon a diferencia de los testigos.

Masa seca de rizomas

Respecto a la MSR, se obtuvo un comportamiento similar a la MSA. Los
tratamientos T2 y T3 afectaron significativamente LSD (p< 0,05) la produccién
de rizomas obteniéndose una merma promedio de 19,60 g en T2 y 22,10 g en
T3, respecto a la produccion de rizomas alcanzada por el testigo que fue de
39,2 g.pI' (Figura 9). Este comportamiento se puede visualizar en la (Figura.
10 A-C), donde se observa la menor produccién de rizomas debido a la

infeccidon con S. cruentum respecto al testigo.
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DISCUSION

Varios aspectos asociados con la infeccion de los rizomas y las
plantulas de sorgo de alepo se detectaron durante nuestros ensayos. Las
inoculaciones con el método hipodérmico resultaron mas agresivas porque se
observd una mayor cantidad de plantas con hojas con manchas cloréticas o la
produccién de pigmentos antocianicos Hanna (1929). Se observo la formacion
de antocianinas en hojas infectadas que fueron producidos por el hospedante
como resultado de la acumulaciéon de este pigmento en las células de la
epidermis. De acuerdo con los resultados, el micelio fue observado en el tejido
parénquimatico y en el area nodal. Esta distribucidn dispersa del micelio
probablemente se debid al método de inoculacion utilizado, ya que las
esporidias fueron forzadas a penetrar el tejido vegetal. ElI micelio, por lo
general, no invade el meristema apical o tejido vascular de los brotes. Trabajos
realizados por otros investigadores, indican la presencia de manchas cloréticas
conteniendo hifas desarrolladas y ramificadas sobre las hojas emergidas de
plantulas de maiz y sorgo inoculadas con S. reilianum. Ademas encontraron
correlacion entre los ensayos de campo e invernaculo. Dichos trabajos
indicaron que este método de inoculaciéon auxilia a la evaluacion de diferentes
genotipos resistentes o susceptibles al carbdn de sorgo granifero. También se
determiné que el método fue eficiente para reemplazar los ensayos a campo en
los screening de mejoramiento (Wilson & Frederiksen 1970, Matyac 1985,
Matyac & Kommedahal 1985; Craig & Frederiksen 1992; Snetselaar & Mims
1994).

De acuerdo a nuestras observaciones realizadas en los cortes

transversales de hojas, las hifas del hongo degradaron los cloroplastos y los
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haces vasculares fueron invadidos por las hifas. Posteriormente, se colapsaron
las células provocando una necrosis generalizada. En varios casos estas hojas
se marchitaron, pero la planta siguié su desarrollo hasta completar su ciclo, y la
planta presentd el signo caracteristico de la enfermedad cuando la panoja
emergidé carbonosa. Snetselaar & Mims (1994) y Martinez et al. (1999),
observaron después de la inoculacion de S. reilianum, que las plantas jovenes
fueron ligeramente cloréticas y que contenian esparcidas hifas del hongo.
Estas ultimas, se desarrollaron en las células epidérmicas, paranquimaticas y
vasculares, pero no en los espacios intercelulares. Las hifas ramificadas fueron
frecuentemente observadas como una infeccién en progreso.

Segun nuestros resultados, las cepas de S. cruentum aisladas, fueron
agresivas porque se observd la induccion de yemas multiples que a su vez
originaron vastagos vegetativos y reproductivos encerrados entre hoja.
Alteraciones morfologicas similares fueron reportadas en otro carbdn, U.
scitaminea Sydow (carbén de la cafa de azicar) en los que se observd
modificaciones morfolégicas en tallos, hojas e inflorescencias tales como la
formacion de latigos convolutos que emergian de yemas laterales de los tallos
y producia la deformacion de los mismos (Sharma 1956; Byther & Steiner
1974). En otros trabajos sobre este carbdn describen la formacion de latigos
simples o multiples en inflorescencia y la formacion de latigos multiples que
emergian de un mismo punto del apice del tallo. Ademas se observd
disminucion en el crecimiento de las plantas y un acortamiento de los
entrenudos (Nasr 1976, Astiz Gass6 1988). Una hipotesis que explicaria este
tipo de alteraciones seria la produccidén excesiva de hormonas que estimulan la

elongaciéon de los tallos, el acortamiento de los entrenudos, la formacion de
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filodios y la induccion de cambios de los primordios vegetativos a reproductivos
anticipando la floracion. Este estadio de la planta es fundamental para que el
hongo pueda infectar las inflorescencias y producir rapidamente la
fragmentacion del micelio y como consecuencia la esporogénesis del carbon.
En experiencias realizadas por Matheussen et al (1990), sobre la implicancia
de las giberelinas en S. reilianum, observaron que el hongo producia esta
hormona en los primeros dias de la infeccion, y ademas cuando la cultivaron in
vitro, las cepas eran productoras de giberelinas. En el caso de S. cruentum
seria necesario realizar otros estudios complementarios para confirmar si
produce esta hormona u otras que induzcan esta anormalidad.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, en los
cortes longitudinales de apices vegetativos, se observd en algunos casos la
presencia de hifas entrecortadas, pero no se visualizo la fusién de esporidias.
Resultados similares fueron registrados en S. reilianum en inoculaciones
artificiales en Sorghum bicolor (Wilson & Frederiksen 1970, Osorio &
Frederiksen 1998). Ademas, visualizamos hifas intracelulares y ramificadas por
debajo del apice vegetativo como en estado de latencia hasta que se produjo la
diferenciacion de los primordios florales y se inicié la movilizacion del micelio a
las espiguillas de las inflorescencias. Estas fueron infectadas a nivel del suelo
antes de la elongacion de los tallos. Respecto a las técnicas histopatologicas
empleadas en este trabajo, es importante destacar que las mismas fueron
previamente empleadas con éxito en estudios de carbones que afectan otras
especies vegetales. Tales como los trabajos de Millhollon (2000) que en sus
experiencias, utilizé el método de cortes histologicos de los segmentos nodales

de plantulas de S. halepense para confirmar la efectividad de las inoculaciones
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a campo con suspensiones de teliosporas y esporidias de S. cruentum. Asi
mismo, en las investigaciones realizadas por Sinha et al. (1982) se empled la
técnica histologica de montaje con tincién simple de azul de tripan en
lactofenol, para detectar la presencia del micelio de U. scitaminea a partir de
nodos, que fueron confirmados en la parte basal del meristema apical.

De acuerdo a nuestros resultados, se determind que la infeccion se
produce en el primordio floral y no cuando la panoja esta completamente
diferenciada y sin emerger de la hoja bandera. En relacion a la infeccion de las
espiguillas de la panoja, también observamos que la misma debe estar
completamente formada, porque existe una dependencia por los compuestos
nutricionales. Tales elementos fueron aportados por el gineceo, los estambres
y el estigma floral para inducir a la fragmentacion de las hifas seguida de la
esporulacion y maduracién de las teliosporas. No hemos encontrado otros
reportes sobre en S. cruentum, por lo tanto consideramos que es importante
realizar nuevos estudios para dilucidar este proceso.

De acuerdo a los resultados, es importante considerar el efecto que el
patdbgeno ha causado sobre la materia seca de los rizomas, dado que aparece
disminuyendo la biomasa subterranea en un momento en que la maleza
registra un incremento de la produccion de rizomas al finalizar el ciclo del
cultivo. Por ofra parte, estos resultados resultan ser interesantes dada la
preponderancia que posee la reproduccion vegetativa respecto de la
reproduccion por semilla de la maleza. Asi, Wiliams & Ingber (1977)
demostraron que ante la ausencia de competencia y en condiciones no
limitantes de recursos hidricos y nutricionales, S. halepense destind un 27% de

la materia seca hacia los rizomas y s6lo un 4% hacia la produccién de semillas.
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Estos autores establecen que ante la presencia de competencia intraespecifica,
la maleza retarda la formacién de rizomas. Por otra parte, Smith & Holt (1997)
establecieron que el empleo de medidas adicionales de control de malezas y el
control biolégico no son antagonistas, pero existen efectos sinérgicos (donde
los efectos combinados son mas que aditivos) que dependen de la tasa
reproductiva de la maleza y la densidad a la cual crece. También se observd
que la MSA se redujo porque las plantas enfermas tenian menor altura
comparadas con los testigos. Los reportes realizados por Luttrell et al. (1964) y
Millhollon (2000) sobre esta especie mencionan las diferencias de crecimiento
de las plantas tratadas con el carbén.

De acuerdo a los resultados obtenidos en todos los casos se registro
una alta infeccion con los métodos de inoculacién utilizados y bajo las
condiciones ambientales en las cuales se ejecutaron los experimentos.
Ademas, se visualizaron cambios en la morfologia estructural del hospedante
similares a los registrados en investigaciones realizados por otros autores en S.
reilianum (Craig & Frederiksen 1992, Martinez et al. 1999). Del mismo modo, se
establecio que S. cruentum fue quien produjo los cambios morfolégicos
estructurales en el hospedante, y que los mismos, no fueron inducidos por los
métodos aplicados (Astiz Gasso et al. 2001).

El sorgo de alepo, como en todas las Poaceae, en el estado vegetativo
tienen el tallo verdadero reducido a un disco basal con los nudos y entrenudos
muy comprimidos que se elongan en el estado reproductivo, de acuerdo a lo
descripto por Maddaloni & Ferrari (2001). Por esta forma de crecimiento de la

planta, podemos decir que de acuerdo a las observaciones realizadas el
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patégeno migra hacia la inflorescencia localizada en la base de la yema apical
produciendo la enfermedad.

El método mas efectivo para el control de esta maleza es causando la
disminucion en la produccién de rizomas, ya que esta cumple con un rol
importante en la dinamica reproductiva de la maleza (Willians & Ingber 1977).
Tal como lo demuestran nuestros resultados de la reduccion marcada de
rizomas (MRS) producidas por el hongo.

En investigaciones realizadas para el control integrado de malezas, se
estudid la posibilidad del uso como biocontroladores de hongos del Orden
Ustilaginales que fueron eficaces en el control de las mismas. Tales como el
uso de U. sp. para el control de Paspalum virgatum (Arévalo et al. 2000). Otro
ejemplo es U. bullata que fue utilizado como biocontrolador de la maleza
Bromus tectorum donde se redujo la produccion de semillas por ser
reemplazadas por la masa carbonosa del hongo y se establecieron las
condiciones ambientales 6ptimas tales como la temperatura y el momento de
mayor eficacia del hongo para producir infecciones en las plantas (Meyer et al.
2001, Astiz Gasso et al. 2002, Boguena 2003, Boguena et al. 2007). Por lo
tanto, de este modo sélo dentro de un marco integrado de alternativas se
podria establecer fehacientemente la factibilidad del control biolégico
empleando S. cruentum.

Por otra parte, sera necesario establecer las posibles interacciones entre
la implementacidon del control biolégico con otras alternativas de manejo en el
sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis reducidas y el uso de

la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con la maleza.
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Es importante destacar que deben ser vencidas las barreras
estructurales, tales como las yemas que se encuentran protegidas por catafilas
que dificultan la penetracion del hongo, la baja viabilidad de las teliosporas en
el suelo porque no persiste en el suelo mas de 12 meses, y las condiciones
ambientales, para producir la enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, seria necesario considerar la
realizacion de nuevas investigaciones para dilucidar la inoculacion del
patégeno en la maleza bajo condiciones de campo, dado el efecto de la alta

eficiencia de S. cruentum para producir infecciones en el sorgo de alepo.

CICLO BIOLOGICO DE Sporisorium cruetum SOBRE Sorghum halenpese

En la Figura 11 se describe el ciclo biolégico: En plantas con panojas
infectadas el patégeno se disemina por dos vias: las esporas son llevadas por

el viento, y las semillas infestadas llevan teliosporas adheridas (Figura 11 1).

Las teliosporas en reposo son n+n (Figura 11 2) y en presencia del hospedante
se induce a la maduracion que luego al fusionarse se transforman en 2n
(Figura 11 3). A continuacion se forman las basiodiosporas haploides (n) y la
fusion de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n). La infeccion
del patégeno se produce cuando la hifa infectiva forma el apresorio y penetra al
tejido por ablandamiento de paredes celulares (Figura 11 4) tanto en plantulas
originadas desde semillas como por brotacion de las yemas de los rizomas. El
hongo coloniza el meristema vegetativo. Posteriormente, la infeccién se

produce en el primordio floral en cual el hongo induce la fragmentacién de las
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hifas seguida de la esporulacion y maduracién de las teliosporas que son

liberadas (Figura 11 1).

Figura 1. Observacion macroscépica y microscépica de S. cruentum: A Panoja con
carbon. B. Microfotografia de Teliosporas con episporio equinulado observadas en
microscopio electrénico de barrido (MEB). C. Microfotografia de Teliosporas
observadas en microscopio 6ptico (MO). D. Germinacion in vitro de teliosporas tipo
esporidial en PDA. E. Colonia desarrollada en medio de PDA.
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Figura 2. Cortes longitudinales de meristemas de rizomas de sorgo de alepo: A.
Meristema apical (ma) y primordio de hoja (ph) sin infeccion procedente del
control. B. Meristema apical con hifas del hongo procedente de rizomas
inoculados con S. cruentum; C. Hojas de plantas inoculadas con manchas
cloréticas (hm). D-E. Cortes transversales de hoja: D. Hoja de plantas inoculadas
con ausencia de cloroplastos y/o degradados por las hifas (h) del hongo que se
ubican en los haces vasculares. E. Hoja de planta sin inocular con cloroplastos
(cl) normales en la vaina parénquimatica de los haces vasculares.
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Figura 3. A-D. Microfotografias de microscopia electrénica de transmision (MET) en
Sorghum halepense. A-B. Ultraestructura de las células del mesofilo de la hoja sana
del hospedante. A. Célula del clorénquima sano conteniendo cloroplastos (cl),
globulos lipidicos, mitocondrias (m), reticulo endoplamico rugoso (rer) y vesiculas (v)
en el citoplasma. B. Célula de la vaina parenquimatica de los haces vasculares con
cloroplastos normales. C-D. Células de la vaina parenquimatica infectadas con la hifa
(h) de Sporisorium cruentum. Escalas: A=0,5y; B=1y; C-D =2 p.
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Figura 4. Alteraciones morfolégicas producidas por S. cruentum. A. Yemas

multiples que originan pequenas panojas infectadas con el hongo. B—C. Corte
longitudinal de una yema multiple. Yema vegetativa (yv) y reproductiva (yr). C.
Base de la yema con presencia de la hifa del hongo (flecha). D. Detalle de las

hifas ramificadas intracelulares.
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Figura 5. Cortes histologicos de espiguilla con colaracion doble de safranina-
fast-green A. Espiguillas infectadas con carbén, con soro formado por una
columela curvada. B. Corte longitudinal de la espiguilla con el gineceo curvado
y con presencia de teliosporas. C-D. Detalle de la base de la espiguilla
infectada por el hongo.
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Figura 6. Microfotografias de microscopia electrénica de transmisién (MET) en S.
halepense. A-B. Ultraestructura del meristema vegetativo. A Célula infectada por la
hifa del hongo (h). B. Citoplasma de la célula infectada conteniendo sustancias de
reserva como granulos de almidén simple (a). C-D. Células de la base de la espiguilla
infectadas con Sporisorium cruentum. Escalas: A, B=2 y; C-D =1 p.

e A

Figura 7. Brotes de rizomas del sorgo de alepo en placas de petri. A. Testigo
sano. B. Rizomas y brotes necrosados por el hongo y desarrollo de micelios
blanquecinos.
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Figura 8. Materia seca aérea (MSA) de plantas de sorgo de alepo al final del
ciclo del cultivo: T1, tratamiento control; T2, inmersion de rizomas en
suspension en cultivo liquido + teliosporas; T3, inmersion de rizomas en
medio liquido + esporidias. LSD (<0.05)
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Figura 9. Materia seca de raiz (MSR) de plantas de sorgo de alepo al final del
ciclo del cultivo: T1, tratamiento control; T2, inmersion de rizomas en
suspension en cultivo liquido + teliosporas; T3, inmersidon de rizomas en medio
liquido + esporidias. LSD (<0.05)
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Figura 10. Experimento en invernadero con S. cruentum sobre .rizomas de
sorgo de alepo. A-B. Plantas sanas y enfermas con S. cruentum procedentes
de los ensayos en invernadero. C-D. Rizomas procedentes de plantas sanas y
enfermas. C. Rizomas sanos procedentes de campos naturales. D. Rizomas de
plantas testigos y plantas tratadas con el patégeno infectadas en condiciones
ambientales de invernadero.
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Figura 11. Ciclo de vida de Sporisorium cruentum: 1. En plantas con panojas infectadas el patdégeno se disemina por dos vias: las esporas son
llevadas por el viento, y las semillas infestadas llevan teliosporas adheridas. 2. Las teliosporas en reposo son n+n. 3. En presencia del
hospedante se induce a la maduracion que luego al fusionarse se transforman en 2n. A continuacién se forman las basiodiosporas haploides
(n) y la fusidn de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n). 4. La infeccion del patégeno se produce cuando la hifa infectiva forma
el apresorio y penetra al tejido por ablandamiento de paredes celulares tanto en plantulas originadas desde semillas como por brotacion deg?s
yemas de los rizomas. 5. El hongo coloniza el meristema vegetativo. Posteriormente, la infeccion se produce en el primordio floral en cual el

hongo induce la fragmentacion de las hifas seguida de la esporulacion y maduracion de las teliosporas que son liberadas.



CONCLUSIONES

1. Se establecieron las condiciones ambientales 6ptimas y el momento de
mayor eficacia del hongo para producir infecciones en las plantas de
sorgo de alepo. Por lo tanto, de este modo, soélo dentro de un marco
integrado de alternativas, se podria establecer fehacientemente la
factibilidad del control biolégico empleando S. cruentum.

2. Seria importante establecer las posibles interacciones entre Ila
implementacion del control biolégico con otras alternativas de manejo en
el sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis reducidas y
el uso de la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con la

maleza.
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CAPITULOII

BIOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DEL CARBON Ustilago filiformis (=U.

longissima (SCH) MEYEN) SOBRE Glyceria multiflora STEUD. (POACEAE).

RESUMEN

Ustilago filiformis (=U. longissima (Sch) Meyen) es el agente causal del carb6n de
la estria de la hoja de Glyceria, una graminea hidréfila, perenne y rizomatosa que
habita pastizales bajos, y bafiados de la cuenca del salado de la Pcia de Buenos
Aires. El objetivo de esta investigacion fue establecer la biologia del hongo,
determinar el tipo de infeccion y describir y documentar por primera vez las
alteraciones histologicas asociadas al ataque del hongo. Para la identificacion y
aislamiento del patégeno se partié de plantas infectadas naturalmente a las cuales
se le aplicaron diferentes técnicas fitopatoldgicas e histolégicas de laboratorio. Los
analisis realizados demostraron la identidad del carbén como U. filiformis. Las
pruebas de patogenicidad establecieron que el patégeno tiene una infecciéon del
tipo local y produce hipertrofia de los tejidos. Asimismo se comprobd que el érgano
de la planta en cual se produce la esporogénesis es la hoja, y que la enfermedad
inducida por este carbon produce espiguillas estériles en la panoja. Se concluye
que esta enfermedad tiene un efecto directo sobre la produccion de semillas y por

lo tanto, la reproduccién y propagacion G. multiflora estaria limitada por esta via,
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por la ausencia de simientes en el campo. Otro efecto negativo es la disminucion
de la disponibilidad de forraje para el ganado por ataque directo de U. filiformis
sobre las hojas, sumado a la posibilidad de toxicidad en los animales por su
consumo. El ciclo biolégico de U. filiformis sobre Glyceria spp. constituye el primer
aporte para entender y dilucidar la epidemiologia de la enfermedad en nuestro
pais y en el mundo.

Palabras claves: Ustilago filiformis, histopatologia

INTRODUCCION

Ustilago filiformis (= Ustilago longissima (Sch) Meyen) es el agente causal
en diferentes especies del género Glyceria como ocurre en G. fluitams, G. grandis,
G. multiflora, G. nemoralis, G. obtusa, G. pilcata y G. striata. (Mordue 1991). U.
filiformis produce una sintomatologia de clorosis y necrosis sobre las laminas,
denominada como “carbén de la estria en la hoja”. El signo enfermedad se
manifiesta como una masa carbonosa de teliosporas y es como se propaga el
patdgeno en el campo. La planta infectada produce nuevos macollos que pueden
estar atrofiados y de color verde palido a verde-amarillento. Estos macollos por lo
general no llegan a florecer y en ellos se observa la esporulacion del hongo que
ocurre durante el desarrollo del cultivo que es de ciclo primavero-estival.

La distribucion geografica estd generalizada para distintas zonas
templadas del mundo como se detalla (Mordue 1991):

1.- Asia: Zona norte de la India (Nilgiri Hills) y Siberia.
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2.- Europa: Suecia, Suiza, Reino Unido, Austria, Bulgaria, Checoslovaquia,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Hungria, ltalia, Paises Bajos, Noruega,
Polonia, Rumania, Espana, Reino Unido, ex URSS (Estonia, Rep. de Georgia,
Letonia, Rusia) y ex Yugoslavia.
3.- América del Norte: Canada (Alberta, Columbia Britanica, Ontario, Que, Sask) y
EE.UU. (Connecticut, Colorado, Idaho, llinois, lowa, ME, Maine, Michigan,
Minnesota, Mt, Nebraska, New Hampshire, Nueva York, Dakota del Norte, Oregén,
Pensilvania, Utah, Vermont, estado de Washington).
4.- América del Sur: Argentina (La Plata, Jeppener).

La transmision del patégeno se realiza a través de las teliosporas que son
diseminadas por el viento y por el agua. En la actualidad no hay estudios sobre el
proceso de infeccion del carbén en el hospedante (Hirschhorn 1986, Astiz Gassé

et al. 2000).

Glyceria multiflora Steudel, es una especie nativa, acuatica glabra, perenne,
cespitosa ascendente, rizomatosa, con cafas largas, nhudos comprimidos en seco,
oscurecidos, ligula ancha, panoja laxa angosta, de 20-60 cm de longitud y fruto
cariopse eliptico-alargado rojizo-oscuro (Burkart 1969). Es wuna especie
sudamericana, comun en Argentina y en Chile. En nuestro pais habita las zonas
de pastizales bajos de la Mesopotamia y la cuenca del Salado. Vegeta en invierno
y florece en primavera. Habita lugares anegadizos, los bordes de las lagunas,
zanjas, etc. Es considerada una forrajera valiosa, muy comun en la provincia de

Buenos Aires, donde es muy buscada y apreciada por el ganado (Vidal &
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Piergentili 1973). La alta productividad y la buena palatabilidad de esta especie
constituyen aspectos relevantes desde el punto de vista forrajero. Existen estudios
para su posible uso como una alternativa forrajera en areas marginales ganaderas

de nuestro pais (Rossi et al. 2006).

HIPOTESIS
= Ustilago filiformis produce distintos tipos de infeccién y alteraciones
histopatolégicas en los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Glyceria

multiflora

OBJETIVOS
= Determinar el proceso de infeccion del patégeno.
» Clarificar la biologia reproductiva de U. filiformis.

» Analizar las alteraciones histopatoldgicas asociadas al ataque del hongo.

MATERIALES Y METODOS

Las metodologias utilizadas en este ensayo se adecuaron para el tipo de
ambiente donde crece y se desarrolla el hospedante, en base a la adaptacion de
otras técnicas utilizadas para carbones del orden Ustilaginales y hongos
fitopatdgenos (Fernandez et al. 1978, Matyac 1985, Craig & Frederiksen 1992),

Maurya et al. (2010), Kosiada (2011).
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Aislamiento y cultivo in vitro del hongo

Las muestras de Glyceria sp. Libre de la enfermedad e infectadas con U.
filiformis fueron recolectadas en el afio 2009 en la localidad de Jeppener
(35°16'39.5"S 58°11'63.7"0 35.277639, -58.19825.), perteneciente a la Cuenca del
Salado, ubicada en la provincia de Buenos Aires, Argentina. Posteriormente las
plantas con sintomas fueron llevadas al laboratorio para realizar las observaciones
morfobiométricas del hongo e identificar la especie del carbén. Ademas, se
efectuaron aislamientos del hongo para estudiar el tipo de germinacién de las
teliosporas y el desarrollo de colonias.

Para la identificacién taxondémica del hongo se realizaron preparaciones
microscopicas de las esporas que fueron montadas en lactofenol y observadas
con microscopio optico (MO). Ademas, se acondicionaron los preparados de
teliosporas del hongo para microscopia electronica. Para ello se montaron en
platina y se metalizaron con una capa de oro paladio para su observacion bajo
microscopio electronico de barrido (MEB).

Para el aislamiento se procedié a desinfectar 0,5 g de esporas del hongo
con una solucién de hipoclorito de sodio al 2% durante tres minutos.
Posteriormente fueron enjuagadas tres veces con agua destilada estéril para
retirar el exceso del desinfectante y centrifugadas a 200 rpm.

Una parte de las teliosporas asi, tratadas fueron sembradas en dos medios

de cultivo: i. agar agua al 2% (AA) para realizar observaciones sobre la
germinacion; ii. papa dextrosa agar al 2% (PDA) para analizar la morfologia de las

colonias del hongo y obtener cultivos axénicos.

75



Los cultivos obtenidos en ii fueron refrigerados a 5°C +2°C para ser

utilizados posteriormente en inoculaciones sobre el hospedante.

Pruebas de patogenicidad
Preparacion inéculo

Para este experimento se partio de cultivos de basidiosporas axénicos
obtenidos a partir de la metodologia descripta anteriormente. Los cultivos del
hongo fueron sembrados en Erlemeyers con 200 cm® de medio cultivo caldo de
papa dextrosa al 2%. Posteriormente, fueron colocados en agitador rotativo (CAT-
S20) a 200 rpp y llevados a estufa de cultivo (BINDER KBF LQC) a 25°C +2 °C en
oscuridad. Cada 24 h se extrajo una muestra de la suspension para cuantificar el
inoculo de basidiosporas. Para la determinacién se us6 una camara de recuento
de esporas (hematocimetro de Neubauer). Cuando la concentracion de las
basidiospora alcanzo 10%-8/ml se procedié a conservarlas en refrigeracion hasta

ser utilizadas en las inoculaciones de laboratorio y campo.

Acondicionamiento de plantas de G. multiflora

Un total de 6 plantas sanas de G. multiflora fueron extraidas con el pan de
tierra del humedal donde habita esta especie en marzo-abril del afio 2009. Para
realizar el trasplante de las plantas, previamente se acondicionaron dos
contenedores de 2 m de ancho x 10 m de largo que se revistieron con plastico
negro de 200 micrones de espesor para evitar la pérdida de humedad y conservar

las condiciones ambientales semejantes a donde se desarrolla esta especie. En
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cada contenedor se colocaron tres plantas que se mantuvieron inundadas en
forma permanente para evitar la desecacién durante el periodo otofio-invernal. En
la primavera (septiembre-octubre) cuando se inicié el crecimiento vegetativo de las
plantas con la aparicion de los macollos, se comenzd con la extraccion de las
muestras de brotes para realizar las experiencias de laboratorio y se seleccioné un

contendor para las inoculaciones a campo.

Métodos de inoculacion

La metodologias utilizadas en esta investigacion fueron adaptadas y
modificadas en base a técnicas utilizadas para el estudio de otras especies de
Ustilaginales, como se ha mencionado por Fernandez et al. (1978), Matyac (1985),

Craig & Frederiksen (1992).

1. Ensayo de inoculacién en laboratorio
Para este el ensayo se extrajeron muestras de las plantas jovenes

mantenidas en el campo y que se procesaron en el laboratorio realizando cortes
de hojas de 2 cm, las cuales se inocularon con: i. basidiosporas producidas por el
hongo en el caldo de cultivo PD; ii. Suspension en agua destilada estéril de
teliosporas a razdn de una concentracion 108-8 esporas/ml.

i. Inoculacion con basidiosporas:

Los cultivos obtenidos de basidiosporas del hongo procedentes del medio PD,

fueron inoculados sobre tejidos de la lamina de gliceria utilizando una alicuota

de 0,01ml, extraida con micropipeta (concentracién 1088 basidiosporas/ml).
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Los testigos fueron tratados con medio PD sin el cultivo del patégeno. El

material tratado se dispuso en portaobjetos colocados sobre papel de filtro

estéril humedos con agua destilada estéril en cajas de Petri. Luego llevados a

estufa de cultivo BINDER KBF LQC a 25°C +2°C con fotoperiodo de 12h

luz/12h oscuridad. A partir de las 24 h se procedié a extraer muestras que

fueron observadas con microscopio 6ptico (Olympus CX21).

ii. Inoculacion con teliosporas

Se utilizé una alicuota de 0,01ml extraida con micropipeta de la suspensiéon de

teliosporas que se inoculd sobre la lamina de la hoja de Glyceria. Las

muestras se acondicionaron como en el caso anterior.

Para ambos ensayos se procedié a extraer las muestras de tejidos de la

hoja y realizar cortes histologicos, los cuales fueron montados en lactofenol-azul

de algodén para la observacién del hongo.

2. Ensayo de inoculacién a campo
Durante la primavera del afo 2009, se selecciond un contenedor con tres
plantas de G. multiflora para inocular con el patdégeno, y otro contenedor con tres
plantas se que reservd sin inocular.
Para estimular la infeccion del hongo se procedié a usar el inoculd previamente
preparado en un Erlermeyer que contenia 200 cm3 de medio de PD y una
concentracion de (1088 esporas/ml). Las plantas no tratadas (controles) fueron

regadas con el medio PD sin el patégeno.
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Para inocular las plantas se procedi6 a usar la técnica de riego sobre la zona o
area de emergencia de los macollos de Glyceria. Esta metodologia se ejecutd
cada vez que las plantas producian los rebrotes de yemas vegetativas,
(aproximadamente cada 20 dias). Las infecciones se realizaron entre los meses
de noviembre-diciembre del afio 2009 en condiciones de campo.

Las observaciones y extraccién de las muestras a campo se realizaron a
partir de las 24h de inoculadas las plantas, tanto para las plantas inoculadas como
los controles, y hasta observar los primeros sintomas y el signo producido por el
patdgeno.

Posteriormente, las plantas se dejaron por dos afos (2010- 2011) en el
campo para verificar si se producian reinfecciones de U. filiformis en forma natural.
Para comprobar la evolucion de esta patologia se realizaron observaciones

macroscopicas, microscopicas y reaislamientos del hongo durante este periodo.

3. Cortes histolégicos para el analisis histopatolégico

Para estos experimentos se extrajeron periodicamente muestras de las
plantas G. muiltiflora inoculadas a campo en las que se observo el desarrollo de
sintomas del patdgeno (clorosis, alteraciones morfolégicas, etc.) y los controles sin
tratar. Las muestras de hojas infectadas y los controles se fijaron en formalina-
acético-alcohol (FAA). Posteriormente, se pretrataron con acido fluorhidrico al 10%
durante 24 h, para ablandar el tejido y eliminar el silice presente en la epidermis.
La inclusidn se realiz6 en parafina para los cortes transversales y longitudinales de

aproximadamente 10-12 ym de espesor usando un microtomo tipo Minot (Senior
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Rotary micrétomo Marca Arcano, Modelo-RTM-30). La observacién microscopica
se realizd en microscopio optico (Olympus CX21), siguiendo la metodologia
indicada por Bracegirdle & Miles (1975) y D’Ambrogio Argtieso (1986) utilizando la
coloracién doble de safranina-fast-green y el adhesivo de montaje balsamo de

Canada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de la especie y morfologia de las colonias

Las observaciones macroscopicas y con lupa estereoscopica de los
sintomas de la lamina de Glyceria confirmaron que los soros corresponden a los
tipicos de la especie U. filiformis. Esta especie forma estrias oscuras de color
marrén a negras, de tamano de 1-2 mm a varios centimetros de longitud (Figura 1

A, B) (Hirschhorn 1986; Mordue 1991).

Las teliosporas son simples, de forma redondeada a sub-globosa; tamafio
de 4-7 x 3-5 um; episporio aparentemente liso y de color amarillo claro a marron
oscuro, tal como se comprobd en los preparados de microscopio 6ptico (Figura 2
A). La observacién de la ornamentacién de la espora con microscopio electronico
de barrido (MET) permitié visualizar un episporio finamente granulado (Figura
B).En nuestra investigacion verificamos el tipo de germinacion in vitro los cuales
corresponden a la especie y las caracteristicas morfobiométricas de las teliosporas
comparado con la informacién registrada en observaciones realizadas por Brook

1957 y Hirschhorn (1986).
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Las teliosporas germinaron in vitro sobre el medio A.A. después de 3 dias
cuando emitieron las basidiosporas de 10-100 uym de largo, con septos o
formacion de escasos septos. Las basidiosporas (= esporidios) hijas, pueden ser
laterales o terminales. La multiplicacion es por brotacién y se producen a su vez
una cantidad abundante (Figura 2 C-D). Resultados similares fueron registrados
por Butler et al. (1978). Las basidiosporas forman rapidamente colonias del tipo
levadura de color marrén claro al ocre, con rugosidades en la superficie de la
colonia y zonas de hifas del tipo algodonoso de color blanco en PDA. También
presentan un crecimiento del tipo radial que a los 10 dias cubri6 la caja de Petri de

9 cm de diametro (Figura 3 A).

Ensayos de laboratorio

La metodologia aplicada en las inoculaciones in vitro sobre trozos de hoja
de Glyceria, tanto con la utilizacion de basidiosporas o de teliosporas, fueron
igualmente eficientes para producir la infeccion y dilucidar el proceso infectivo del
carbon de la estria de Glyceria 'y su interaccion con el hospedante.
En la Figura 3 B,C,D se registran los pasos del procedimiento. En el caso de las
basidiosporas, se observd una rapida multiplicacion y produccion de nuevas
basidiosporas (n) por brotacion tipo levadura sobre la lamina de la hoja dentro de
las 6-8 h de inoculadas. Paralelamente, se observd sobre en el tejido los
apareamientos entre basidiosporas compatibles (-n+n) que originan
posteriormente a la hifa infectiva (Figura 4 A,B). En el caso de las teliosporas la

germinacion se produce entre 3-6 dias de inoculadas y rapidamente se inicia la
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proliferacion de basidiosporas laterales, proceso que continda hasta la formacion
de la hifa infectiva como se registro en la aplicacion de basidiosporas (Figura 4
C,D).
Pruebas de patogenicidad a campo

El experimento de pruebas de patogenicidad, en el que se utilizd como
inoculd basidiosporas en condiciones a campo, nos permitid observar que las
primeras lesiones del ataque del patdbgeno se evidenciaron entre los 10-15 dias de
la inoculacion en las plantas de Glyceria (Figura 5 A,B. Los sintomas
correspondientes a la primera etapa de la infeccion de U. filiformis se evidenciaron
en forma sub-epidérmica, paralelas a las nervaduras. Se observo i. clorosis, en
algunos casos amarillamiento, y posterior necrosis del tejido epidérmico. Cabe
destacar que este sintoma no es usual en el orden de las Ustilaginales por tratarse
de patogenos biotréficos. Asimismo se observo ii. Formacion de estrias oscuras
y/lo ampollas sub-epidérmicas. Posteriormente, estas lesiones maduran y se
produce la ruptura de la epidermis. Como resultado, se liberan las teliosporas
oscuras correspondientes al signo de la enfermedad (Figura 5 C,D,E). También se
observo la presencia de panojas con espiguillas estériles comparadas con las
plantas testigos que no presentaron sintomas ni signos de la enfermedad. Esta
sintomatologia fue similar a las registradas en otras especies del orden de las
Ustilaginales tales como ejemplo las estrias y ampollas sobre la hoja producidas
por el carbon de la hoja bandera del trigo (Urocystis agropyri=Urocystis tritici) y la

presencia de espiguillas estériles producidas por Sporisorum reiliana, carbon de la
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panoja del sorgo (Wilson & Frederiksen 1970, Bhatnagar et al. 1978; Mordue &
Walker 1981, Beniwal 1992, Vanky & Shivas 2008).

También se registraron reinfecciones naturales de U. filiformis procedentes
de las inoculaciones artificiales originalmente realizadas en el afo 2009, que
fueron comprobadas por la observacion periédica de sintomas y signos

correspondiente al carbon y analisis en laboratorio.

Analisis histopatolégico

La anatomia de la hoja de Glyceria vista en corte transversal presenta una
estructura de tipo festucoide. Los cortes de los testigos sanos presentan un
clorénquima poco desarrollado y espacios intercelulares muy notables entre los
haces vasculares secundarios, en donde se observd la presencia de células
estrelladas correspondiente al tejido parenquimatico con reserva de aire
denominado comunmente aerénquima (Figura 6 A). El desarrollo de éste ultimo se
debe a que la planta habita en zonas anegadas que permiten la oxigenacién y
flotacion de plantas (Burkart 1969). Las observaciones sobre el material infectado,
en comparaciéon con el testigo, mostraron que el hongo penetra en la lamina a
través de los estomas o por el ablandamiento de las paredes celulares y de la
laminilla media, producido por enzimas (Figura 6 B). Luego el micelio fungico
penetra en el clorénquima, en posicion subepidérmica, invadiendo lateralmente los
tejidos e incluso se observa también por debajo de los haces vasculares (Figura 7
A,B). Las hifas penetran principalmente por la cara abaxial de la hoja o filodio. Una

vez que el micelio se fragmenta, se induce a la esporogénesis y los espacios
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intercelulares entre haces vasculares, donde estaba ubicado el aerénquima, se
observan expandidos por hipertrofia de los tejidos con las paredes interiores
cubiertas de teliosporas de color marron oscuro. Estas zonas, externamente
presentan sintomas en estrias 0 ampollas castafo-oscuras entre las nervaduras
paralelas de la hoja o filodio (Figura 8 A), a diferencia de lo observado en la
superficie de la hoja sana (Figura 8 B). Dichas estrias no se encuentran
dispuestas en forma continua a lo largo de la superficie de la lamina, sino que
estan interrumpidas. No se observd la presencia del hongo en los cortes
realizados en los tallos de las plantas infectadas ni en los meristemas vegetativos
y reproductivos. Por lo expuesto, se puede establecer que la infeccion de U.
filiformis es de “tipo local”’ y no sistémica. Resultados similares se registraron para
otros carbones que producen la enfermedad en el mismo 6rgano que infectan,
colonizan y esporulan, como por ejemplo es el caso de Ustilago maydis y
Thecaphora frezii (Hirschhorn 1986; Astiz Gassé & Molina 2010; Astiz Gasso et al.
2010).

Los resultados preliminares aqui obtenidos fueron presentados en un
reporte preliminar (Astiz Gasso et al. 2012). Ademas, nos permitié confeccionar el
ciclo biolégico de U. filiformis en Glyceria, tal como se detalla a continuacién

(Figura 9).

Ciclo Biolégico de Ustilago filiformis (Astiz Gassé et al. 2013)
El proceso infectivo del carbdn de la estria de Glyceria comienza con hojas

infectadas con teliosporas del hongo, que son diseminadas y dispersadas por el
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viento (Figura 9 1). Las plantas de Glyceria se encuentran en humedales donde
las teliosporas llegan a la superficie del agua y por flotacion se aproximan a las
hojas (Figura 9 2). Las teliosporas en reposo son n+n y en presencia del
hospedante se induce a la maduracion que luego al fusionarse se transforman en
2n (Figura 9 3). A continuacion se forman las basiodiosporas haploides (n) y la
fusion de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n) (Figura 9 3-8). La
infeccidn del patégeno se produce cuando la hifa infectiva forma el apresorio y
penetra al tejido a través de estomas o por ablandamiento de las paredes
celulares (Figura 9 5). Posteriormente, se produce la colonizacion de la hoja de
Glyceria y la infeccion del hongo avanza entre los haces vasculares formando
estrias o ampollas internervales (Figura 9 5,6). Las teliosporas (n+n) se forman en
el clorénquima aerifero del meséfilo o aerénquima (Figura 9 5,6). La presién que
ejercen las teliosporas sobre el tejido y se produce la ruptura de la superficie de la
hoja y son diseminadas por el viento y/o el agua (Figura 9 1). La supervivencia del
patdgeno es a través de las teliosporas que se encuentran en el suelo, como asi

también, en los restos vegetales infectados.
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Figura 1. A. Plantas de Glyceria con infecciones naturales de Ustilago
filiformis. B. Observacion macroscopica sobre la hoja con sintomas de
clorosis y necrosis. Manifestacion del signo por la presencia de
teliosporas negras sobre el hospedante.

86



./_’

"‘.—‘ . ) 4 e
e a7 \ . p

Figura 2. Observacion de estructuras reproductivas con microscopio Optico
{MO) y electronico de barrido {MEB) en U. filiformis; A. ieliosporas de U
filiformis {MQO) escala har= 14y ; B. teliosporas de U. filiformis {MEB) escala
bar= 22y; C-D. Germinacion in vitro de teliosporas de fipo levadura con
formacion de basidiosporas {ba) y apariamienio {(ap) enire basidiosporas
observados en PDA.
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Figura 3. A. Observacion macroscopica de la colonia de U. filiformis
desarrollada en PDA; B. Crecimiento de U. filiformis en PD para ser
utilizado en las inoculaciones in vitro y a campo; C. Muestras de plantas

de Glyceria para la inoculacion con teliosporas y basidiosporas para
realizar las pruebas de patogenicidad in vitro; D. Camara humeda.
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Figura 4. Observacién de germinacién e infeccion sobre hoja de Glyceria
in vitro: A-B. Inoculacién con basidiosporas (ba) y observacion de los
apareamientos entre basidiosporas compatibles (ap); C-D. Inoculaciones
con teliosporas en las que se observa la germinacion (ger) y formacién de
basidiosporas (ba) sobre la hoja.
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Figura 5. Inoculaciéon artificial con basiodiosporas de U. filiformis
desarrolladas con medio de cultivo PD y observaciéon macroscopica de
los sintomas: A. Inoculacién a campo en el rebrote de las plantas de
Glyceria; B. Aparicion de los primeros sintomas y signos de la
enfermedad (si); C. Presencia de amarillamiento y necrosis internerval
(ne) sobre la hoja; D. Aparicion de panojas estériles inducidas por el
patégeno (pa); E-F. Distintas sintomatologias sobre la hoja. E.
Observacion de estrias con clorosis (est-cl). F. Estrias errupentes con
liberacion de teliosporas (est-e) y formacion de ampollas (am)
producidas por el hongo.
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Figura 6. Observacion microscopica de hoja de Glyceria procedente de
inoculaciones artificiales a campo. A. Hoja sana de Glyceria: Corte
transversal de la hoja con aerénquima (ar) sano en MO; B. Corte
transversal de la hoja con la hifa (hi) del hongo sobre la epidermis y el
aerénquima (ar) aun no hipertrofiado en MO.
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Figura 7. Observaciéon en corte transversal de la hoja infectada con MO.
A. Presencia de hifas sobre el estoma (hi-est) y la epidermis {hi-ep) y
penetracion de las mismas {pe-hi) por ablandamiento de las paredes
celulares inducidas por el hongo; B. Tejidos colonizados por las hifas del
hongo cercano a los haces vasculares; C-D. Hipertrofia del tejido {hiper)
entre los haces vasculares donde se ubica el aerénquima con ocupacion
de las teliosporas {te).
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Figura 8. Observacion macroscopica de hoja de Glyceria en plantas
cosechadas a campo procedente de inoculaciones artificiales. A. Hoja
sana de Glyceria: vista superficial con lupa estereoscépica; B. Hoja
enferma: Vista superficial: Detalle de clorosis (cl) y sintoma en forma de
estria (est) producido por U. filiformis.
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Figura 9: Ciclo biolégico de Ustilago filiformis: 1. Hoja infectada por el carbdn de la estria con teliosporas (te)
diseminadas por el viento; 2. Plantas de Glyceria en el humedal con teliosporas que llegan a la superficie del
agua y se aproximan a las hojas; 3. Teliosporas en reposo n+n (te-1) y teliosporas maduras 2n (te-2); 4.
Formacién de basiodiosporas haploides (ba-ha) y conjugacion de basidiosporas (ba-c). Formacion de la hifa
infectiva (hi) por fusion de las células; 5. Seccion transversal de la hoja de Glyceria con la infeccion del
patégeno. Formacioén del apresorio y penetracion (ap-pe) de la hifa infectiva en el tejido por ablandamiento de
las paredes y/o por los estomas con formacion de teliosporas en el aerénquima del mesdfilo; 6. Aspecto
general del corte de hoja con la infeccion del hongo entre los haces vasculares (hv); 1. Estrias errupentes
(est) producidas por el hongo sobre la superficie de la hoja con liberacion de teliosporas que son diseminadas
por el viento y el agua.
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CONCLUSIONES

Las investigaciones realizadas durante la ejecucion de esta
investigacionde U. filiformis en Glyceria sp., nos permitié arribar a las siguientes
conclusiones:
1.- Los métodos utilizados en esta investigacion son eficientes para la
determinacion de la histopatologia del carbén de la estria sobre su hospedante.
2. Se pudo determinar el proceso de penetracion, infeccion y colonizacion del
patdgeno sobre las plantas de Glyceria.
3. Se determind que la caracteristica de la infeccién es de tipo local y no
sistémica.
4. Se presume una disminucion de la disponibilidad del forraje para el ganado
debido al ataque directo de U. filiformis sobre las hojas. También habria que
determinar su posible toxicidad en los animales al ser consumido.
5. Se establecié y esquematizoé el ciclo biolégico de U. filiformis sobre Glyceria
spp. por primera vez en nuestro pais y en el mundo, constituyendo un aporte

de valor para entender la epidemiologia de la enfermedad.

95



BIBLIOGRAFIA

Alonso S.I., Guma LR., Nuciari M.C., van Olphen A. 2009. Flora de un area
de la Sierra Borrosa (Balcarce) y fenologia de especies con potencial
ornamental. Rev. FCA UNCuyo 41 (2):23-44.

Astiz Gass6 M.M., Molina M. del C. 2010. Physiological specialization of
Ustilaginales (smut) of genera Bromus, Zea and Triticum in Argentina. Cap. 11.
Managenent of fungal plant pathogens. Pags. 138-146. CAB International 2010
SBN: 81-7233-468-0.

Astiz Gass6 M.M., Lovisolo M., De Magistris A., Leis R. 2006. Reporte del
carbon Ustilago longissima (Sch) Meyen sobre Glyceria multiflora Stued.
(Poaceae) en la provincia de Buenos Aires. Actas Xll Jornadas Fitosanitarias
Argentinas Pag. 278.

Astiz Gassé M.M., Lovisolo M., Molld Kralj A. 2010. Histopatologia del
carbon Thecaphora frezii en Arachis hypogaea. Boletin Editado en la Estacién
Experimental Agropecuaria Manfredi. ISSN On line 1851-4987 Pags. 1-3.

Astiz Gass6 M.M., Lovisolo M., Perellé6 A. 2012. Biologia e histopatologia del
carbon Ustilago longissima sobre Glyceria multiflora. Actas XIV Jornadas
Fitosanitarias Argentinas. Pag. 49.

Beniwal M.S. 1992. Effect of flag smut on yield and yield components of wheat
varieties. Crop Research (Hisar) 5:348-351.

Bhatnagar G.C., Gupta R.B.L., Mishra V.L.1978. Effect of flag smut, caused
by Urocystis agropyri, on yield components of wheat cultivars in Rajasthan,

India. Plant disease Reporter 62:348-350.

96



Brook S. D. 1957. Additions to the smut fungi of New Zealand, Il Transactions
of the Royal Society of New Zealand 84 (4): 643-648.

Burkart A 1969. Flora ilustrada de Entre Rios (Argentina). Parte ll. Gramineas.
La familia botanica de los pastos. Coleccion Cientifica del INTA, Tomo VI, Il.
Buenos Aires, Argentina.

Butler G., Boughey H., Cauwood H. 1978. The mating system of Ustilago
longissima in vitro. Translations Britain Mycology. Society 71(2) 203-208.
Hirschhorn E. 1986. Las Ustilaginales de la flora Argentina. C.l.C. Comisién de
Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires 530 pp.

Kosiada T. 2011. In vitro influence of selected fungicides on Sphacelotheca
reiliana and Ustilago maydis. Journal of Plant Protection Research 51(4): 342-
348.

Maurya S., Singh U.P., Singh R., Singh A,, Singh H.B. 2010. Role of air and

light in sclerotial development and basidiospore formation in Sclerotium rolfsii.

Journal of Plant Protection Research 50(2): 206-209.
Mordue J.E.M. 1991. Ustilago longissima, (Descripciones de hongos y

bacterias).IMl Description of Phytopathogenic Fung and Bacteria 110:1099.
Mordue J.E.M., Walker J.M.1981. Urocystis agropyri. CMI Description of

Phytopathogenic Fung and Bacteria 716:1-2.

Rossi C.A, Ferrari L., Postulka E. 2006. Germination conditions for cebadilla
de agua (Glyceria multiflora Steudel), a native grass of the flooding Pampa
Rangeland (Argentine). International Journal of Botany 2 (3) 300-306.

Rossi C.A.,, Gonzalez G., De Magistris A.A., Torra E. 2009. Composicion
botanica del pastizal natural en un sistema silvopastoril del Delta del Parana:
clasificacion forrajera. Actas del 1° Congreso Nacional de Sistema

Silvopastoriles. Pags. 321-326.

97



Vanky K., Shivas R.G. 2008. Fungi of Australia: The smut fungi.
ABRS/Canberra. Melbuorne, Victoria, Australia: CSIRO Publishing, 266 pp.

Vidal A., Piergentili D. 1973. Valor forrajero de algunas especies de ambientes
hidromérficos de la provincia de Buenos Aires. De la Revista de la Facultad de

Agronomia (3a época). XLIX. La Plata, Republica Argentina.

Wilson J.M., Frederiksen K. 1970. Histopatology of resistance in the Sorghum

bicolor-Sphacelotheca reiliana interaction. Phytopathology 60:828-932.

98



CAPITULOlI

Ustilago bullata (CARBON DE LA CEBADILLA CRIOLLA) EN EL GENERO

Bromus

RESUMEN

B. catharticus es una especie forrajera nativa de América del Sur. La
produccién de semilla es frecuentemente limitada por el ataque del carbon de
la panoja U. bullata. Los objetivos de esta investigacion fueron: 1. Estudiar la
biologia del patégeno U. bullata y su evolucién sobre el hospedante, Bromus
catharticus; 2. Determinar su comportamiento y variabilidad patdégena de U.
bullata en el género Bromus; 3. Busqueda de alternativas para el manejo
integrado del carbon de la cebadilla U. bullata; 4. Establecer los niveles de
infestacion del carbén de la cebadilla en semilla de B. catharticus para logar la
mayor efectividad y eficacia en el uso de terapicos para el control quimico de la
enfermedad; 5. Seleccionar biocontroladores para el manejo integrado del
carbén de la cebadilla. Se realizaron ensayos de laboratorio in vitro e
histolégicos y de campo con inoculaciones artificiales del patégeno (U. bullata)
sobre diferentes especies del género Bromus. Se clarifico el ciclo biolégico de
la enfermedad, se determiné la presencia en el pais de 4 formas fisiolégicas y
resistencia genética en dos especies de Bromus del carbén de la cebadilla. Se
estableciéo que el umbral de infestacién de la semilla < 50 esporas/semilla seria
un parametro a tener en cuenta en la seleccion de lotes de semillas para un
manejo eficaz y eficiente de la enfermedad a campo. Se establecié que las

dosis de terapicos y principios activos deberian ser evaluadas previamente a
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campo para evitar escapes de la enfermedad que podrian perjudicar la
resiembra natural de la cebadilla. La interaccion de terapicos-biocontroladores
podria ser considerado como una alternativa para el manejo integrado de la
enfermedad en el género Bromus.

Palabras claves: Histopatologia, manejo integrado, Ustilago bullata

INTRODUCCION

Bromus cantharticus Berk (=B. unioloides, B willdenowii), nombre vulgar:
“cebadilla”, “cebadilla criolla”, “cebadilla australiana”, “Rescue grass”, “Brome
grass”.

Es una especie nativa de las planicies templadas, cuyo ciclo de
vegetacion es otofo-invierno-primavera. Los ecotipos bianuales se hacen
perennes en pasturas por su facilidad de semillar. Esta pastura se encuentra
frecuentemente limitada su resiembra por el ataque de U. bullata que deforma
las espiguillas de las panojas y reemplaza a las semillas por una masa
carbonosa constituida por teliosporas del patégeno. Las esporas caen al suelo
y/o son transportadas por las semillas cuando se contaminan en el momento de
la cosecha durante la trilla de las plantas. La viabilidad de las esporas es de
varios afos (Hirschhorn 1986, Fallon, 1976,1980, Fallon et al. 1988). También
se han observado infecciones en rebrotes de cultivos implantados por esporas
pre-existentes en el suelo (Falloon 1979 a, b, Astiz Gassé datos sin publicar).

En investigaciones realizadas sobre micotoxicosis causadas por el
carbon de la cebadilla se registraron patologias con cuadros clinicos graves en

el ganado bovino, ovino y equino. Los estudios realizados por médicos
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veterinarios en Chile sobre U. bullata registraron que puede causar
gastroenteritis severa, tialismo, temblores, paralisis posterior y aun la muerte en
animales y, en Argentina, se le ha considerado causal de aborto en yeguas; en
vacas lecheras pérdida de peso, menor produccién de leche y otros efectos de
micotoxicosis se presentaban cuando el hongo infectaba a cebadilla australiana
(Parada 1988, Sri Deva 2008).

El carbén de la cebadilla, también produce importantes mermas en la
produccion de semillas en la regién pampeana, afectando la resiembra natural

y la disponibilidad comercial de semillas.

HIPOTESIS

Ustilago bullata produce distintas alteraciones histopatologicas en
los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Bromus
catharticus.

e EI conocimiento de las razas de U. bullata y la variabilidad
genética de Bromus sp. permitiran en el futuro aplicarse
estrategias en el manejo de U. bullata en el género Bromus.

e EI establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B.
catharticus y la determinacion de la dosis de terapicos de semillas
logra una mayor eficacia y eficiencia en el control de Ila
enfermedad en el cultivo.

e Trichoderma spp. disminuye la infeccion de U. bullata en plantas

de Bromus spp.
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e El uso combinado de Trichoderma-terapicos sintéticos aporta un
mayor control y mejora el manejo del patogeno U. bullata sobre B.

catharticus.

OBJETIVOS
» Estudiar la biologia del patégeno U. bullata y su evolucidn sobre el

hospedante, Bromus cathatrticus.

= Determinar la existencia de formas fisioldgicas en poblaciones U. bullata

y el comportamiento en diferentes especies del genero Bromus.

= Establecer los niveles de infestacion del carbén de la cebadilla en
semilla de B. catharticus para logar la mayor efectividad y eficacia en el
uso de terapicos para el control quimico de la enfermedad.

= Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizésfera de plantas
de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata.

» Busqueda de alternativas para el manejo integrado del carbon de la
cebadilla U. bullata.

» Determinar si es posible la Interaccidn de terapico-biocontrolador para el

manejo del carbén de la cebadilla.
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3-1 BIOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DEL PATOGENO Ustilago bullata Y

SU EVOLUCION SOBRE EL HOSPEDANTE Bromus catharticus.

INTRODUCCION

U. bullata es un patégeno biotréfico y su infeccidn es sistémica. Las
teliosporas persistente en el suelo por alrededor de 10 afos. Fischer (1940)
realiz6 las primeras investigaciones sobre el carbon de la cebadilla en las
cuales observd el tipo de germinacion y crecimiento en diferentes medios de
cultivos. Fischer & Holton (1957) reportaron en ensayos in vitro la formacion de
teliosporas haploides (n) y una anomalia en la germinacién en U. bullata no
registradas en otros carbones. En Argentina, la Dra E. Hirschhorn recolectd
mas de 100 muestras de panojas con carbon de diferentes especies del género
Bromus y Hordeum de distintas localidades. De las observaciones macro y
microscopicas realizadas sobre teliosporas determind variaciones morfolégicas
de U. bullata en muestras de B. catharticus, Hordeum jubatum vy H.
compresum. Ademas, establecié la distribucion geografica de U. bullata y
determind que en Argentina estaria representada por las especies U. bullata y
U. bullata cv macrospora (Hirschhorn 1977). También inicié los primeros
estudios para dilucidar el proceso infectivo del patégeno sobre el tejido del

hospedante que fueron continuados por Llama et al (2005).

OBJETIVO

Esclarecer la biologia del patégeno Ustilago bullata y la evolucién del

proceso infectivo sobre el hospedante, Bromus catharticus.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y cultivo in vitro para el estudio de la biologia de U. bullata.

Se tomaron muestras de panojas de plantas infectadas naturalmente del
campo experimental del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina F.C.A.F,
UN.L.P (Figura 1 A). Las teliosporas fueron extraidas de las panojas y se
examinaron para determinar la especie del carbdén: 1.- Se montaron en
lactofenol para su visualizacion con microscopio éptico (MO) 2.- Se montaron
en una platina y se metalizaron con una capa de oro paladio para su
observaciéon bajo microscopio electronico de barrido (MEB) (D’Ambrogio
Arglieso 1986).

Las panojas infectadas fueron trituradas con mortero para obtener una
abundante masa carbonosa y homogenizar la muestra, luego se tomd una
submuestra de 0,5 g de teliosporas que se desinfectaron con solucién de
hipoclorito de sodio al 2%, en agitacion constante con agitador vortex durante
dos minutos. Se centrifugd a 2.000 rpm, luego se desechd el sobrenadante, y al
pellets obtenido se le realizaron tres lavados en agua destilada estéril. La
muestra tratada se utilizd para:

1. Observacion de la germinacion de teliosporas de U. bullata: Se
sembraron en placas de Petri que contenian papa-dextrosa-agar (PDA,

2%). Luego fueron incubadas en estufa a 18+ 2°C y en oscuridad.

2. Obtencién de los cultivos axénicos y caracterizaciéon morfolégica de las
colonias del hongo desarrolladas en el tem 1, se sembré un disco de 6

mm en el centro de una placa de Petri con medio de PDA 2% para la
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caracterizacién morfo-cultural (crecimiento, forma, color) y se la incubd

en estufa de cultivo a 18°C + 2°C durante 7 dias.

Histopatologia de U. bullata sobre plantas de B. catharticus

Para este ensayo se utilizd semillas del cultivar Copetona susceptible al
carbon. Las semillas fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril,
luego se dejaron secar al aire a temperatura ambiente (20°C £ 2°C) 24 h antes
de ser tratadas con el indculo. La inoculacién se realizé colocando las semillas
en bolsitas de papel y agregando las teliosporas del patégeno, luego se agito
vigorosamente hasta lograr una concentracion de 60-90 esporas/semillas. Esto
se comprobd realizando recuentos de esporas con hematocitometro (Astiz
Gasso6 1983,1985, Astiz Gasso et al 2010).

Las semillas tratadas y el testigo sin tratar se sembraron en macetas de
2 | con una mezcla de 50% de tierra+ 50% de arena estéril. Posteriormente, las
macetas fueron llevadas a camara de cria con fotoperiodo 12h/12h-
luz/oscuridad y se mantuvieron a una temperatura de 20°C £2°C para favorecer
el desarrollo de las plantulas y la penetracion del patogeno (Astiz Gassé 1985,

Fernandez Pérez 1994).

Observacion con microscopio 6ptico (MO)

Para este ensayo se utilizaron plantulas que desarrollaron en macetas y
se extrajeron las muestras de tejidos en forma escalonada a partir de los 21
dias hasta la emergencia de las panojas. 1.- muestras de tejidos del coleptilo

hasta formacion del meristema vegetativo. Se realizaron cortes de segmentos
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de plantulas con bisturi a un centimetro hacia arriba a partir del cuello de la
raiz; 2. Muestras de meristemas reproductivos y formacién de panojas. Para la
visualizacién de la evolucion U. bullata en los tejidos en plantas de B.
catharticus se usaron dos técnicas de tincién para la observacion con MO

(Figura 2).

1. Tincién con azul de algoddn: Los segmentos de tejidos infectados y

los controles fueron tedidos con azul de algoddn-lactofenol 0,05%
durante 45-60 minutos que se colocaron en estufa a 60°C = 2°C,
luego las muestras se clarificaron con lactofenol para observarlo con
MO (D’Ambrogio Argleso, 1986).

2. Tincion coloracién doble de safranina-fast-green: Los segmentos de

tejidos infectados y los controles se fijaron en formalina-acético-
alcohol (FAA). Posteriormente, se pre-trataron con acido fluorhidrico
al 10% durante 24h, para ablandar el tejido y eliminar el silice
presente en la epidermis. La inclusidn se realiz6 en parafina para los
cortes transversales y longitudinales de aproximadamente 10-12 ym
de espesor usando un micrétomo tipo Minot (Senior Rotary
microtomo Marca Arcano, Modelo-RTM-30). La observacién se
realiz6 con microscopio 6ptico marca Olympus CX21, siguiendo la
metodologia indicada por D’Ambrogio Argleso (1986). Para la tincion
se utilizo la doble coloracion safranina-fast-green y se montaron

definitivamente con balsamo de Canada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y cultivo in vitro para el estudio de la biologia de U. bullata.
Las observaciones macroscopicas confirmaron que los soros
corresponden a los tipicos de la especie U. bullata, (Figura. 1 AB). Las
teliosporas presentan forma redondeada a sub-globosa; tamafo de 6-8um de
diametro y color marrén oscuro; episporio equinulado tal como se comprobd en
los preparados de microscopio electronico de barrido (MET) y al microscopio
optico (Figura 2 A,B). A partir de las 6 h las teliosporas germinaron in vitro y
emitieron metabasidios (= promicelios) y formacién de basidiosporas (=
esporidias) laterales. La multiplicacién es por brotacién, lo que genera una
cantidad abundante de nuevas esporidias (Figura 2 C.). Estas dltimas
rapidamente formanron colonias del tipo levaduroide de color marrén claro al
ocre en PDA y presentaron crecimiento del tipo irregular de superficie
verrugosa y sectores lisos (Figura.2 D). Las observaciones de este ensayo
fueron comparadas con los trabajos realizados por Fischer & Holton (1957) y
Hirschhorn (1986) confirmando que las caracteristicas del hongo corresponden

al patégeno en estudio.

Histopatologia de U. bullata sobre plantas de B. catharticus

En el ensayo se registré un 100% de plantas infectadas a partir de las
semillas inoculadas comparadas con el testigo sin tratar (Figura 3 A,B) Los
resultados de las observaciones con MO con las dos técnicas de tincion fueron

las siguientes:
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1. Tincidn con Azul de algodon:

En la Figura 4 A, se observa el procedimiento de extraccion de
muestras y montaje para la visualizacion con MO del patégeno sobre
la epidermis del hospedante: En primer lugar se observo la
germinacion de la teliospora de U. bullata con la formacion del
metabasidio sobre la epidermis del hospedante (Figura 4 B).
Posteriormente, la penetracién del micelio intracelular (Figura 4 C) y
por ultimo, se observo la colonizacion de los tejidos (Figura 4 D).

2. Tincién coloracion doble de safranina-fast-green:

En la Figura 5, se observd que el meristema apical es colonizado
en su base por el patégeno, en donde las hifas proliferan de forma
intercelular (Figura 5 A, B). De este modo el hongo permanece
latente hasta el desarrollo reproductivo del hospedante infectando las
espiguillas de la panoja de forma total o parcial. En donde el ataque
produce hipertrofia en los tejidos de las flores que finalmente se
desintegran porque el hongo se nutre de los hidratos de carbono que
poseen las estructuras reproductivas, formando las teliosporas

(Figura 5 C,D).

En la Figura 6, se grafica el ciclo completo de U. bullata sobre su
hospedante Bromus sp.: Figura 6 1. Las teliosporas (n+n) se hallan sobre las
glumas, entre las glumas y el cariopse y/o en el suelo; Figura 6 2. Las esporas

comienzan a emitir el metabasidio y en pocas horas (5-6 h) generan las

basidiosporas (n) que se aparearan entre si con las diferentes signos (-n+n).
Figura 6.3 Posteriormente, la hifa secundaria infectiva formada (n+n) se acerca

a la superficie de las plantulas (este periodo puede durar aproximadamente 20
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dias). Figura 6 4,5: en esta etapa la hifa del carbon penetra en el tejido de las
plantulas y avanza inter/intracelularmente para colonizar el meristema apical de
la planta de cebadilla permaneciendo latente hasta la diferenciacion o
formacion del meristema reproductivo que originara la panoja (Figura 6 6);

Figura 6 7 las espiguillas son colonizadas, se fragmentan y forman una masa

carbonosa de teliosporas (n+n) que reemplazan a las semillas; los soros se

rompen y las esporas son dispersadas o contaminan las semillas (Figura 6 8).
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Fig .1. A. Plantas de Bromus catharticus sin carboén (U. bullata), B.
Flantas con carbon de la panoja sobre B. catharticus.

Fig 2. A1. Maceta1 testigo semillas sin inocular con U. bullata, A2. Maceta2 semillas
inoculadas con U. bullata, B. Panoja con carbdn procedente de semillas inoculadas.
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Fig 3. A. Teliosporas de U. bullata sobre el tejido del hospedante
(microscopico 6ptico), B. Detalle de equinulencias sobre la superficie de
la telisoporas (micoscopia electronica de barrido), C. Teliosporas
emitiendo el metabasidio (met) y formacion de basidosporas (ba), D.
Colonia desarrollada en PDA de U. bullata.
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Fig. 4. A. Metodologia de clarificacion y tincion del material infectado. B
Vista superficial en microscopia optica del patogeno sobre la epidermis
del hospedante. Germinacion de la teliospora (te) de U bullata vy
formacion del metabasidio (mb) sobre la epidermis del hospedante. C- D.
Penetracion del micelio intracelular y colonizacion de los tejidos (hi).
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Fig. 5. Cortes histolégicos de | meristema apical y espigilla de
B. catharticus colonizado por U bullata. A. Meristema
vegetativo con hifas del hongo (hi). B. Detalle de las hifas
intercelulares. C=D. Espiqguilla infectada. C. Corte longitudinal
con hifas del hongo en las estructuras reproductivas (hi). D.
Corte transversal con formacién de teliosporas (te) en la

espiguilla .
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Fig 6. Ciclo de Ustilago bullata. 1. Telisoporas en el suelo y semilla, 2. Teliosporas generando el metabasidio, 3.
Hifa infectiva (n+n) colonizando el meristema vegetativo de la planta de cebadilla, 4. Micelio del hongo localizado
en el meristema apical, 5. Diferenciacion de meristema apical a reproductivo, 6-7 Meristema reproductivo
colonizado por el hongo (espiguillas), la hifa se fragmenta y se formaran las teliosporas que seran liberadas en la
emergencia de la panoja, 8. Liberacion de esporas. 114



CONCLUSION

Las investigaciones realizadas sobre la biologia y histopatologia de U.
bullata indican que este patdégeno se localiza en el tejido apical e infecta a las

panojas de cebadilla en forma parcial o total.
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3-2 DETERMINACION DE COMPORTAMIENTO Y VARIABILIDAD

PATOGENA DE U. bullata EN EL GENERO Bromus

INTRODUCCION

En los EE.UU., Fischer (1940) verificé experimentalmente la existencia
de genes para la resistencia, las formas fisioldégicas y la capacidad de cross-
breeding de U. bullata y U. striiformis. Kreizinger et al. (1947), establecieron
diferentes reacciones de U. bullata en las especies del género Bromus que se
encuentran en la montafia y las que crecen en la llanura; estas experiencias
indicaron que las variedades y lineas resistentes de Bromus se podrian obtener
por la infeccion artificial bajo condiciones controladas y en el campo. Ademas,
13 formas fisiolégicas del patdogeno fueron determinadas (Meiners et al. 1953).
En Nueva Zelanda, Falloon (1976, 1979a,1979b) llevd a cabo estudios sobre la
infeccion y el el efecto de la U. bullata en B. catharticus. Ademas, Falloon et al
(1988), registraron los efectos del patégeno en la productividad de semilla de B.

willdenowii.

En Argentina en investigaciones realizadas por Astiz Gassé (1983,1985)
en la provincia de Buenos Aires se reportaron diferencias en el comportamiento
de las especies del genero Bromus al patdgeno bajo infecciones artificiales a
campo. Durante el periodo 1996-1998 se realizaron experimentos a campo
cuyo obijetivo fue establecer la resistencia o tolerancia al carbon de la cebadilla.
Se utilizaron para el ensayo lineas y 105 poblaciones de B. catharticus que

fueron recolectadas en diferentes localidades de la provincia de Buenos Aires.
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Los resultados de estas experiencias demostraron que B. catharticus era
altamente suceptibles con valores entre 40-100% de ataque del patdgeno
(Astiz Gasso & Aulicino 1999). También en trabajos realizados en la provincia
de La Pampa por Fernandez Pérez et al. (1994), registraron la existencia de
variabilidad en el comportamiento del carbon de la cebadilla en especies del

género Bromus.

Uno de los principales problemas de la cebadilla criolla es que los
cultivares disponibles comercialmente derivan de B. catharticus por su aptitud
agrondémica (Maddaloni & Ferrari 2001), una de las forrajeras mas utilizada en
mezcla para pasturas artificiales. Entre las estragiaes mas accesibles para el

control de este patdégeno es el tratamiento de semillas con fungicidas.

OBJETIVOS

= Determinar la existencia de formas fisiolégicas en poblaciones U.
bullata en las especies del genéro Bromus y conocer la
variabilidad genética del patégeno nos ayudaran a implementar

nuevas herramientas para el manejo integrado de la enfermedad.

= Determinar la existencia variabilidad genética en el Bromus sp.
para su incorporacion en los planes de mejora genética de la

especie frente al ataque del carbon U. bullata.

MATERIALES Y METODOS

Para esta experiencia se utilizaron semillas de diferentes especies del

género de Bromus: B. catharticus, B. parodil, B. brevis, B. auleticus y B. inermis
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cv pombaszpuzta que fueron suministrados por Instituto Fitotécnico de Sta.
Catalina y Departamento de Genética de la Estacion Experimental de

Pergamino (INTA).

Las semillas fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio
.al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril,
luego se dejaron secar al aire y a temperatura ambiente (20°C + 2°C) 24h antes

de ser tratadas con el inéculo.

El origen del carbén de la cebadilla utilizado como inéculo para los
ensayos: 1. 5 poblaciones del carbén fueron recolectada en diferentes

localidades (Tabla 1), 2. Se confeccion6 una mezcla de las 5 poblaciones del

carbon.

Tabla 1: Fuentes de in6culo para ensayo a campo para la determinacion de
formas fisiolégicas y de comportamiento de las especies Bromus.

LOCALIDADES PROVINCIA
Pergamino (PE) Buenos Aires

Tres Arroyo (TA) Buenos Aires
Gowland (GO) Buenos Aires
Llavallol (LI) Buenos Aires
General Roca (GR) Rio Negro
Mezcla (PE,TA,GO,LI,GR) 5 poblaciones

La inoculacion se realizd6 colocando las semillas en bolsitas de papel
conteniendo las teliosporas del patégeno y agitando vigorosamente hasta
lograr una concentracion de 60-90 esporas/semillas. Esto se comprobd

realizando recuentos de esporas con hematocimetro previos a la siembra,
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mediante la técnica establecida por ISTA 1982 ficha de trabajo N° 53 para

carbones en trigo. El procedimiento se realizé para cada poblacidén y mezcla.

Las muestras inoculadas se sembraron en parcelas experimentales de
1,5 m x 0,40 m en tres filas con una distancia de 0.20 m entre ellas. El disefo
experimental utilizado fue de bloques completos al azar. Las evaluaciones en el
campo fueron realizados por conteos de panojas, registrando el porcentaje de
infeccion basado en el numero de panojas infectadas x 100 sobre el total de
panojas observadas. Luego, se calculd el promedio de infeccidn para los cuatro
anos. Para la determinacion del nivel de resistencia / susceptibilidad se us6 una

escala arbitaria para carbones (Tabla 2).

Tabla 2: Escala arbitraria de grados resistencia/susceptibilidad para carbones.

RESULTADOS Y DISCUSION

En trabajos previos realizados por Hirschhorn 1986 y Astiz Gass6é 1994
se sefialo la existencia de variabilidad genética del patégeno en la especie B.
catharticus y se establecié la existencia de formas fisioldgicas en las
poblaciones U. bullata. En estudios que se realizaron durante el periodo 2006-
2009 en ensayos a campo, permitieron determinar la existencia de 4 formas
fisioldgicas del carbon tal como se observa en la Figura 7. Los resultados

fueron: 1. Tres Arroyos; 2. Pergamino y Llavallol; 3 Gowland; 4. Gral. Roca.
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Para proseguir sobre la tematica de la mejora genética del género
Bromus se emprendieron nuevos trabajos entre 2006-2009. En estos trabajos
se incluyeron 5 especies de Bromus que fueron inoculadas artificialmente con
diferentes poblaciones de U. bullata. Los resultados de nuestra investigacion se
encuentran registrados en la Tabla 3: 1. B. catharticus y B. parodi fueron
susceptible a todas las poblaciones; 2. B. brevis, demostré una reaccién
resistente a poblacion de Gowland, una reaccion moderadamente resistente a
Pergamino, Llavallol y la mezcla de poblaciones, una reaccion moderadamente
susceptible con la poblacién de Tres Arroyos, y susceptible a la poblacion de
General Roca; 3. Bromus auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta fueron
resistentes a todas las poblaciones y a la mezcla de U. bullata.

En experiencias realizadas sobre la especie B. auleticus por Vignale et
al. (2009, 2010, 2013), se reportd la existencia de endofitos (E+)
(Neotyphodium pampeanum y N. tembladerae) en las plantas que no se
infectaban con U. bullata debido a la interaccion antagoénica entre los dos
hongos. Para comprobar esta interaccion negativa de la infeccidén del carbén se
aislé el enddfito y se realizaron pruebas de laboratorio in vitro endofito-U.
bullata. Como resultado de estos estudios se observd que el hongo inhibia la
germinacion de las teliosporas y/o producia alteraciones en la formacién de las
metabasidios no permitiendo desarrollo normal al U. bullata. En el caso
particular de B. catharticus el enddfito no se encuentra presente en la especie
(E-) sobre una base de mas 3000 observaciones efectuadas en plantulas de
diferentes cultivares comerciales y poblaciones de la especie (Astiz Gasso

datos sin publicar).
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Fig 7. Ensayos de evaluacion a campo de formas fisioldégicas de U. bullata sobre especies del genero Bromus.
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Tabla 3: Reaccion del género Bromus a diferentes poblaciones de U. bullata

Aislamiento Ustilago bullata

2 g 5 S
HOSPEDANTES = o S 5 = 2 S
S = 2 3 = < )
o < 8 = © =

o ©)

Bromus catharticus S S S S
B.inermis cv R R R R R R

gombaszpuzta

0 0 0

Noninoculated check 0 0

Referencia: Resistente= 0.5 % R; 6-10% Moderadamente Resistente= MR; 10-20

% Moderadamente Susceptible= MS; 21-100% Susceptible= S
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CONCLUSIONES

1. Se determiné la existencia en Argentina de cuatro formas
fisiologicas de U. bullata.
2. Se establecio que las especies B. catharticus y B. parodii son

hospedantes altamente susceptibles a Ustilago bullata.

3. No se hallé resistencia genética en B. cartharticus al carbon de la
cebadilla.
4. Se comprobd que la especie B. brevis es un hospedante

diferencial del género Bromus para realizar investigaciones sobre la
variabilidad patogena de U. bullata.
5. B. auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta fueron las especies

mas resistentes a las poblaciones U. bullata.

6. Bromus auleticus posee un endofito (E+) que interactua en forma
antagonica para evitar la infeccién de U. bullata.
7. Las investigaciones efectuadas, nos permitiran establecer nuevas
estrategias de manejo del carbdn de la cebadilla.
8. Establecer un manejo integrado para el control del carb6n de la

panoja de la cebadilla nos permitié proseguir con nuevos ensayos.
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3-3 MANEJO INTEGRADO PARA EL CONTROL DEL CARBON DE

LA PANOJA

INTRODUCCION
Como se mencioné anteriormente Ustilago bullata es un patégeno que
infecta a las plantas de especies del género Bromus en el estadio de plantula y
causa una enfermedad sistémica. En la revision bibliografica realizada sobre

tratamientos en semillas de cereales para el control de carbones los principios

activos mas usados son: 1. Preventivos: Thiram, Captan; 2. Curativos o
sistémicos: Carboxin, Carbendaxin, Ipconazole, Tebuconazole entre otros; 3.-
combinacion de 2 (preventivo y curativo) y en algunos casos son citados para
ser aplicados en forrajeras entre ella la cebadilla (Arregui & Puricelli 2013, Guia

de Productos Fitosanitarios 2007, Tomas 2011).

3-3-1 DIFERENTES NIVELES DE INFESTACION Y DOSIS DE TERAPICOS

PARA EL CONTROL DEL CARBON DE LA CEBADILLA

INTRODUCCION

Los terapicos que se encuentran registrados en la Guia de Productos
Fitosanitarios 2007 fueron disefiados para los tratamientos en semilla en
cereales (trigo y cebada) para el control de carbones (Tilletia sp. y Ustilago sp.).
Pero las semillas de cebadilla poseen caracteristicas de textura y estructuras
que las diferencian de los cereales como por ejemplo, se encuentran cubiertas

total o parcialmente por las glumas. Otro inconveniente es la preparacion de los
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caldos, por falta de conocimiento por no realizar ensayos especificos sobre
esta especie forrajera.

Por este motivo, y como cosecuencia de un Servicio a Terceros para la
Empresa Gentos S.A. dedicada a la producciéon de semillas forrajeras, se
efectuaron experimentos de laboratorio y a campo en los cuales se probaron 20
combinaciones de terapicos y diferentes dosis para el control del carbon de la
cebadilla. Los resultados registrados de estos ensayos nos proporcionaron
informacién valiosa para establecer los objetivos del presente esquema del
manejo del integrado del carb6on de la cebadilla en el género Bromus (Astiz

Gasso6 2005-2008 Informes Técnicos de la Empresa Gentos S.A.).

Dada la escasa informacion sobre los niveles de infestacion de la semilla
de cebadilla por el carbdén, para nuestros experimentos a campo se utilizo el
parametro establecido por ISTA (1982) para el carbén cubierto (Tilletia sp.). En
un lote de semillas de trigo con 30-100 teliosporas/semilla se recomienda el
tratamiento con terapicos, valores mayores de carga de esporas “se desecha el
lote”. Pero es necesario estimar el umbral del patégeno en la semilla de

Bromus en el cual sera efectivo y eficiente el uso de fungicidas para su control.

OBJETIVOS
e Establecer los niveles de infestacion del carbon de la cebadilla en semilla
de B. catharticus para logar la mayor efectividad y eficacia en el uso de
terapicos para el control quimico de la enfermedad.
e Establecer la dosis de terapicos eficaz y eficiente para el control del

carbon de la cebadilla.
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MATERIALES Y METODOS
Las semillas del cultivar Copetona fueron previamente desinfectadas con
hipoclorito de sodio .al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua
destilada estéril, luego se dejaron secar al aire y a temperatura ambiente (20+

2°C) 24 h antes de ser tratadas con el in6culo y terapicos.

La inoculacion se realizd colocando las semillas en bolsitas de papel
conteniendo las teliosporas del patégeno y agitando vigorosamente hasta
lograr una concentracion para tres niveles de infestacion (Tabla 4). Esto se
comprobd realizando recuentos de esporas con hematocimetro utilizando la
técnica establecida por ISTA (1982) ficha de trabajo N° 53 para carbones en

trigo.
Tabla 4: Niveles de infestacion artificial en la semilla de cebadilla

NIVELES DE INFESTACION ESPORAS /SEMILLAS

Nivel 1 (N1) 650 esporas/semilla
Nivel 2 (N2) 300 esporas/semilla

Nivel 3 (N3) 50 esporas/semilla

En el caso de los terapicos recomendados para carbén de la cebadilla,
se consideraron algunos productos empleados en semillas de cereales de
invierno para el control de carbones, productos preventivos y/o sistémicos
(Guia de Productos Fitosanitarios 2007). Las dosis no son eficaces ni
eficientes porque existen problemas de escape con ataque severo del carbon
que generan reclamos a las Empresas de Agroquimicos. Para resolver este
inconveniente se realizaron ensayos a campo con dos dosis (Tabla 5). La dosis

D1 es la recomendada para cereales (trigo, cebada) y la dosis D2 para posible
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control del carbon de la cebadilla teniendo en cuenta que la semilla tiene

problemas de calidad y sanidad (Astiz Gasso et al 2009b).

Tabla 5: Dosis de terapicos para el ensayo a campo

NUMERO G. DE PRINCIPIO ACTIVO DOSIS DOSIS COMERCIAL
TV-D1 Thiram 18,759 / Carbendazim 18,75 csp 1* 400 cm®/100 Kg

TV-D2 Thiram 18,759 / Carbendazim 18,75 csp 2%* 800 cm?®/100 Kg
TC-D1 Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 1 500 cm?/100 Kg
TC-D2 Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 2 750 cm?/100 Kg
TCR-D1 Ipconazole 2% 1 75 cm?®/100 Kg
TCR-D2 Ipconazole 2% 2 150 cm?/100 Kg

Referencias:* dosis para el control de carbones (Tilletia sp. Ustilago tritici Ustilago nuda, en Trigo;
** dosis de prueba carbdn de la cebadilla (Ustilago b ullata)

Para los ensayos a campo que se realizaron durante el periodo 2006-
2009, las muestras de semillas inoculadas y tratadas con los diferentes
terdpicos se sembraron en parcelas de 1,5 mx 0,40 m en tres filas con una
distancia de 0.20 m entre ellas. El disefio experimental utilizado fue de bloques
completos al azar. Las evaluaciones en el campo fueron realizados por conteos
de panojas, registrando la incidencia dada por el porcentaje de infeccion
basado en el numero de panojas infectadas x 100 sobre el total de panojas
observadas. Luego, se calculé el promedio de infeccion para los cuatro afios.
Para la determinacion del nivel de resistencia/susceptibilidad se us6 una escala
arbitraria para carbones (Tabla 2). Los resultados de porcentajes de espigas
enfermas fueron transformados para realizar los analisis estadisticos. El

programa que se usoO para el analisis ANOVA fue Statistix 8.
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 8, se registran los resultados con diferencias altamente
significativas en la interaccion entre los niveles de infestacion del carbén-dosis

de terapicos. Los terapicos fueron eficaces y eficientes con el nivel de

infestacion N3 (<50 teliosporas/semilla). La dosis D1 y D2 fueron altamente
significativas para el control del carbon, pero la D1 y D2 registran escapes al
ataque del carbon TV-D1, y TCR-D1 para los niveles N1 y N2 de infestacion;
TV-D2 y TCR-D1 con infestacion N1 y N2 que en el campo podrian tener
inconvenientes para la resiembra natural de la cebadilla. Ademas, se
observaron efectos negativos de fitotoxicidad producidas por agroquimicos con
triple dosis algunos principios activos en plantulas de cebadilla de 21 dias de
desarrollo tales como enanismo, clorosis y atrofia de raices (Figura 9).

En resumen: Las semillas de cebadilla caen al suelo y cuando germinan
se encuentran con las teliosporas del patégeno cuya fuente de indculo puede
ser. a. preexistente de infecciones anteriores b. Infecciones de la misma
temporada procedentes de plantas enfermas. Las semillas sin proteccién se
infestan y aumenta el in6culo cada afo en el suelo, con el inconveniente de
pérdida de plantas y produccion de semilla en el campo (Astiz Gassé datos sin
publicar). Ademas de aumentar la posibilidad de ingestas del ganado de planta
enfermas con riesgos de producir toxicidad en los animales (Parada 1988, Sri

Deva F. 2008).
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Figura 8. Evaluacién a campo de fungicidas para el control del carbén de la panoja de cebadilla con diferentes dosis del

terapico y niveles de infestacion del carboén.
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Figura 9. Fitotoxicidad producidas por agroquimicos con triple dosis del
terapicos en plantulas de cebadilla de 21 dias de desarrollo: A. enanismo,
atrofia de raices, clorosis, B. clorosis y atrofia de raices.
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CONCLUSIONES

= Niveles de infestacion de < 50 teliosporas/semilla es el Umbral a
considerar en el momento de seleccionar lotes de semilla de cebadilla y
recomendar el tratamiento con terapicos para siembra. En este trabajo se
obtuvieron resultados preliminares que permititan continuar con la evaluacién
de nuevas alternativas de grupos quimicos.

» Los controles quimicos sobre U. bullata dependen de los principios
activos que contienen los formulados de los fungicidas y deben ser evaluados
con ensayos a campo para logar la mayor eficiencia y eficacia para el manejo

de la enfermedad.
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3-3-2 ACCION ANTAGONICA DE Trichoderma spp. SOBRE Ustilago bullta.

INTRODUCCION

Los agentes de control biolégico constituyen una alternativa interesante
que permite disminuir la contaminacién resultante del uso indiscriminado de
agroquimicos (Handelsman & Stabb 1996). Entre los antagonistas mas
estudiados se encuentran varias especies del género Trichoderma sp. que son
utilizadas con éxito para el biocontrol de enfermedades de plantas cultivadas.
En el caso de los carbones se ha demostrado que T. harzianum produce
inhibicion de la germinacién de las teliosporas de Tilletia leavis similares
resultados de registraron cuando se ensayaron in vitro con Pseudomona
fluorrencens (McManus et al. 1993). También se comprob6é que usando
filtrados de cepas de las especies de Trichoderma sp. y Gliocladium sp., estos
fueron efectivos produciendo inhibicion de la germinacion de teliosporas, lisis,
deformacion y supresion del desarrollo micelial en las especies U. segetum
tritici y Neovossia indica. En el carbon de la cafna de azucar (U. scitaminea) se
realizaron pruebas con filtrados de biocontroladores sobre las teliosporas del

patdgeno y se produjo la inhibicion de la germinacién (Martinez et al. 1998).

OBJETIVOS

= Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizosfera de plantas
de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata.
= Seleccionar cepas nativas de Trichoderma sp.como una alternativa para

el manejo integrado de U. bullata en Bromus sp..
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Ustilago bullata

Las esporas del carbdn de la cebadilla se cosecharon a partir de plantas
que se hallaron infectadas naturalmente en el campo experimental del Instituto
Fitotécnico Santa Catalina, (F.C.A.yF, UNLP). Para la obtencién de cultivos
axénicos las teliosporas fueron extraidas de las panojas de la cebadilla y se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos, luego se
enjuagaron tres veces con agua estéril. Las teliosporas descontaminadas
fueron sembradas en cajas de Petri sobre papa-dextrosa-agar al 2% (PDA)y
se incubaron en estufa de cultivos a 20°C + 2°C durante 7 dias en oscuridad.
Los cultivos obtenidos se conservaron en refrigerador a 10°C para ser

utilizados en ensayos in vitro de antagonismos con Trichoderma sp.-

Aislamiento de cepas de Trichoderma

En este ensayo se utilizd un lote de semillas de cebadilla criolla del cv
Tango que fueron inoculadas con esporas U. bullata mediante la técnica de
espolvoreo sobre las mismas que posteriormente fueron sembradas en el
campo. Cuando las plantas cumplieron su ciclo fisiolégico de formacién de
panoja se comenzo a evaluar la presencia o no de panojas enfermas con el
patdgeno. Las plantas que no fueron atacadas o no presentaron signos de la
enfermedad se descalzaron con las raices y con suelo adherido a las mismas.
Las muestras se dejaron secar al aire, y posteriormente fue desprendido el
suelo procediéndose a ftriturarlo con mortero y tamizado varias veces con

tamices de diferentes diametros de manera que las particulas de suelo se
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redujo a un polvo muy fino. Se tomdé 1 g de la muestra y se le adiciona 100 mi
de agua destilada estéril y para homogenizar se agité durante 20 minutos en
agitador magnético. Se procedio a realizar diluciones progresivas tomando una
alicuota de 1 ml de suspensién para mezclar con 9 ml de agua destilada estéril
hasta obtener 10-4-106. Estas diluciones fueron agitadas con Vortex e
inmediatamente se sembraron en placas de Petri con medio de cultivo selectivo
para Trichoderma sp. (Dhingra and Sinclair 1994) a razén de 1 ml/muestra y
por dilucién con 5 repeticiones. Se incubaron a 25 +2°C durante 7 dias. Los
aislamientos se realizaron sobre el medio de cultivo de Agar Extracto de Malta
al 2% y PGA para su identificacion taxonémica (Rifai 1969) y la confirmacién de

las especies fue realizada por BIAGRO S.A.

Ensayo in vitro de los antagonistas

Para realizar los cultivos duales se utilizd las cepas de U. bullata
obtenidos en el items anterior las que fueron sembradas en caja de Petri con
medio de cultivo de PDA e incubadas a 20°C +2°C en estufa de cultivo en
oscuridad. Al cabo de 15 dias se sembraron las cepas de Trichoderma
colocando un cilindro de agar de 5 mm de diametro a 30 mm del margen de la
colonia desarrollada de U. bullata. Después de 10 dias se evalud en base a los

parametros de clasificacion que se establecieron segun escala de la Tabla 6.

Tabla 6: Parametros de evaluacién de antagonismo con Trichoderma sp. con
U. bullata.

ESCALA Baja Media Alta Muy Alta

Densidad de micelio 1 2 3 -
Cobertura de la caja 1 2 3 4
Formacion de conidios 1 2 3 -
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REFERENCIAS DE LATABLA 6

Densidad del micelio (DM):

-Baja (1): Cuando el micelio es laxo o poco abundante.

-Media (2): Cuando el micelio tiene un desarrollo intermedio.

-Alta (3): Cuando el micelio es abundante y apretado.

Cobertura del micelio en la caja (CC):

-Baja (1): El micelio cubre menos del 50% de la superficie de la caja.

-Media (2): El micelio cubre entre 50-75 % de la superficie de la caja.

-Alta (3): El micelio cubre entre 75-90 % de la superficie de la caja.

-Muy Alta (4): EI micelio cubre entre 90-100 % de la superficie de la caja.
Formacion de conidios de Trichhoderma (FC):

-Baja (1): El micelio no forma conidios o su formacion es reducida a un sector.
-Media (2): EI micelio presenta un desarrollo intermedio con una distribucion en anillos.
-Alta (3): Cuando la formacion de conidios es abundante y visible en toda la colonia.

Tabla 7: Dosis de terapico y formulado biolégico Biagro TL®

G. DE PRINCIPIO ACTIVO PRODUCTOS
Ipconazole 2% + U. bullata 150 cc/q semilla
Thiram 20% + Carboxin 20% + U. bullata 750 cc/q semilla
Thiram 20% + Carbendazin 20% + U. bullata 800 cc/q semilla
Biagro TL + U. bullata 200 ml/Kg semilla
Control (U. bullata)

RESULTADOS Y DISCUSION

De los aislamientos de cepas de Trichoderma que se obtuvieron de
plantas sanas de cebadilla que no presentaron signos del patdgeno (U. bullata)
28 fueron de la especie T. harzianum y una cepa de T. polysporium. De las 29
cepas de Trichoderma que se ensayaron aproximadamente el 35 % fueron
eficientes al comportamiento antagoénico frente a U. bullata. En la Figura 10, se
observa como las cepas de Trichoderma inhiben el crecimiento a la cepa de U.
bullata. En la Tabla 6, se encuentran los resultados de la interaccion
Trichoderema-U. bullata y para pruebas del formulado bioldgico las cepas
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seleccionadas fueron: SC26, SC29, SC39, SC154, SC160, SC161, SC165,
SC178, SC180. Resultados similares fueron registrados sobre cepas del
carbon cubierto del trigo (Tilletia laevis) por Astiz Gasso et al. 2000.

Para producir el formulado biolégico (2006-2009) se realizd un convenio

de vinculacion Tecnoldgica entre Instituto Fitotécnico Santa Catalina, F.C.A.yF

UNLP y Empresa BIAGRO S.A.

Figura 10. A. Cepa de Trichoderma B. Cepa de U. bullata, C.
Interaccion entre cepa U. bullata (Ub) -Trichoderma sp. (tri),
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Tabla 8: Resultados de las interacciones U.bullata-Trichoderma sp

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

SC20

SC26

SC148

SC157

SC158

SC166

SC170

SC178

SC169

SC159

SC167

SC168

SC155

SC24

SC152

SC88

SC156

SC29

SC39

SC64

T. harzianum
T. harzianum
T. harzianum
T. harzianum
T. polisporium
T. harzianum
T. harzianum
T. harzianum

T. harzianum
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

Referencias:

* DM: densidad del micelio

SC98

SC153

SC154

SC160

SC161

SC163

SC165

SC179

SC180

** CC: cobertura del micelio en la caja

*** FC: formacion de conidios

CONCLUSIONES

1. Las cepas aisladas de Trichoderma harzianun fueron eficientes en la

inhibicion in vitro de Ustilago bullata.

2. Los resultados obtenidos nos permitieron proseguir con experimentos de

terapicos y disefio de un formulado bioldégico para el manejo integrado

de U. bullata.
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3-3-3 EXPERIMENTOS CON TERAPICOS Y FORMULADO BIOLOGICO

PARA EL MANEJO INTEGRADO DE U. bullata.

INTRODUCCION
Por falta de informacién sobre la busqueda de controles y manejo eficaz
al carbon de la cebadilla se han ensayado a campo con tres fungicidas
quimicos que se utilizan en carbones de los cereales y un formulado biolégico

en base a Trichoderma spp.

OBJETIVOS
= Determinar si es posible la aplicacion conjunta o
cotratamientos de terapico-biocontrolador para el manejo del
carbon de la cebadilla.
= Comprobar la efectividad y eficiencia de fungicidas quimicos y
un formulado bioldgico en el control del carbén Ustilago bullata

en cebadilla criolla.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo a campo con Terapicos y formulado registrado como Biolégico
Biagro TL®

La implantaciéon del ensayo se realiz6 en el campo del Instituto
Fitotécnico Santa Catalina en la provincia de Buenos Aires. Se utilizé cebadilla
criolla cv.Copetona infestadas naturalmente con 40 teliosporas/semilla, cuyo

recuento se realizd con hematdécimetro.
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El ensayo fue conducido en microparcelas de 3m x 0.8m, de cuatro
lineas de siembra a 0.2m con superficie (til de 0.4m2. Se sembrd a razon de
10kg/ha con 66 semillas viables por mZ.

Las dosis de los terapicos se encuentran registradas en la Tabla 9 y para
el producto bioldgico su uso fue especificado por el fabricante de p.a Biagro
TL® a razon de 200ml/100Kg de semilla con un recuento de 1x108 ufc/semilla
de acuerdo a ensayos de germinacion previos y testigo sin tratar (Astiz Gasso
et al. 2009a).

Se utiliz6 un disefio en bloques completos aleatorizados con ftres
repeticiones. Los resultados de porcentajes de espigas enfermas fueron
transformados para realizar los analisis estadisticos. El programa que se uso6

para el analisis ANOVA fue Statistix 8.

Tabla 9: Combinacion de terapicos y formulado biologico Biagro TL®

Tratamientos g. de principio activo Dosis Productos

Trat-1 Carboxin 20% + Thiram20% + Biagro TL® | 1 | 500 cc/q semilla
Trat-2 Carboxin 20% + Thiram20% + Biagro TL® | 2 | 750 cc/q semilla
Trat-3 Ipconazole 2% + Biagro TL® 1 |75 cc/qsemilla
Trat-4 Ipconazole 2% + Biagro TL® 2 | 150 cc/q semilla
Trat-5- control | Biagro TL® - | 200ml/kg semilla

Ensayo de laboratorio in vitro con Terapico-Biagro TL®

Se utilizd para este ensayo semillas de cebadilla cv Copetona las que
trataron a razén de 100 g de semilla /terapicos con las dosis descriptas en la
Tabla 8. Las semillas se dejaron secar por un periodo de 24 h, luego se aplico

sobre la semilla Biagro TL® con adherente y la dosificacion fue especificada
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por el fabricante (Tabla 8); posterior al tratamiento con el formulado biolégico
se dejo secar por un periodo 12 h.

Se realizaron 4 tratamientos y un testigo sin aplicacion del terapico. La
evaluacion se realizd cada 7 dias durante 21 dias: TO, T7, T14, T21- Se
considerd TO a las 12 h posteriores al tratamiento con Biagro TL tanto para las
semillas tratadas como testigo. La siembra se ejecuté in vitro en cajas de Petri
con medio semiselectivo para Trichoderma (Papavizas 1982). La evaluacién se
hizo en base al recuento de unidades formadoras de colonia (UFC). De cada
lote de semillas tratadas y testigo se extrajeron 100 semillas/tratamiento. La
siembra in vitro se realizd segun protocolo de la Empresa BIAGRO S.A las
etapas del ensayo se observan el esquema de la Figura 11 que responde a un
protocolo general de determinacion de viabilidad/supervivencia.

PROTOCOLO BIAGRO S.A.

1. Se coloca la muestra de 100 semillas en Erlenmeyers de 250 ml +

100 ml (agua destilada estéril+ 0,1% de Tween 80).

2. El Erlenmeyer se coloca en agitador magnético y se agita durante 5

minutos a 450 rpm.

3. Transferir 1ml de la solucién 10-' a un tubo conteniendo 9 ml de

solucion (agua destilada estéril+ 0,1% de Tween 80).

4. Repetir el items 3 hasta 6 diluciones seriadas y sembrar las

diluciones 104#10-°10-6.

5. Transferir de cada dilucién una alicuta de 0,1 ml con ayuda de una

micropipeta a tres cajas (tripicado) por tratamiento y testigo con

medio semiselectivo.
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. Distribuir uniformente en cada caja con ayuda de una espatula de
Drigalsky esterilizada.

. Incubar a 25 £2 °C en oscuriodad por 7 dias.

. Hacer recuento de numero de UFC a los 7 dias utilizando aquellas
placas que contengan entre 10y 100 colonias.

Aplicar la formula: numero de colonias x factor de dilucion x 10* =

UFC/ml
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EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS CONIDIOS IN VITRO EN UN

Semillas 100 semillas
con
Terapico-BIAGROTL® +
100 mi de agua con

Tween 80:

Agitador-magnetico
durante 5 minutos

MEDIO SEMI-SELECTIVO EN TIEMPOS (T0,T7,T14,T21/DIAS)

iml iml 1ml
Diluciones 2
sucesivas

DILUCIONES SERIADAS: se

mezclal ml dela muestra

con 9 mldel diluyente

0.1mi 0.1mi o.1mi 3 "\
10+ 10* 10° Siembra en cajas de
0.1mi
A A A Petri con medio semi-
\/ \/ \I " selectivo, se colocan con

micropipeta 0.1 ml de la

diludén extendiéndola

3 repeticiones

por toda la superficie

con la espatula de
\ Drigalsky. J

4

RECUENTO DE COLONIAS

A los 7 dias recuento de colonias

UFC

Figura 11. Evaluacién de la supervivencia de los conidios in vitro en un medio semi-selectivo en tiempos

(t0,t7.t14,t21/dias).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 12, se observa una reduccion altamente significativa del
40% del patégeno U. bullata comparado con el testigo. Resultados similares
fueron registrados en U. segetum var ftrtici del trigo cuando utilizaron un
biocontrolador de la enfermedad en condiciones de campo (Anuja Gupta 2000,
Singh et al. 1996)

En la Figura 13, se evidencié que después de 12 horas en T0O no hubo
diferencias significativas de UFC en semillas con los fungicidas, con respecto al
testigo y se observd un decrecimiento de UFC a partir T7 hasta T21. Esto
evidencia que las semillas tratadas con BIAGRO TL® con o sin terapico deben
ser sembradas dentro de ese limite de tiempo (TO y T7). Otras investigaciones
confirman que en ensayos realizados con Terapicos-Trichoderma para el
control y manejo U. segetum var ftritici, Tilletia leavis y U. tritici del trigo no se
registraron inconvenientes ni efectos negativos entre el fungicida y el
biocontrolador y que ademas fueron eficaces y eficientes en el control de los
carbones del trigo (Anuja & Maaheshwari 2000, Mina 2015). Pero existen
trabajos que citan efectos negativos (inhibicién de esporulacion, germinacion
de conidios, disminucion de actividad enzimatica, etc) de los agroquimicos
sobre diferentes cepas de Trichoderma spp. (Martinez et al. 2013). Estas
investigaciones nos evidencian la necesidad de realizar ensayos de
compatibilidad de los agentes de control biolégico con productos agroquimicos,

para realizar un eficiente y eficaz manejo integrado de las enfermedades.
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% de panojas atacadas

TRATAMIENTOS

Blpconazole Bthiram+carboxin Othiram+carbendazim @ Biagro TL ®Testigo

Fig 12. Evaluacion a campo en cebadilla tratada con terapicos y biocontrolador
(Trichoderma).
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UFC/semilla

Semilla de CEBADILLA

1,00E +04

1,00E+03
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Tiempo en dias
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15 21

—t—Trat | —8—Trat?2

Trat 3 ==Trat4 =—=Trat5

Fig 13. Evaluacion de supervivencia de conidios de Trichoderma sp. en
interaccion con terapicos en semilla de cebadilla para el manejo integrado de

la enfermedad.
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Figura 14. Esquema del manejo integrado de Ustilago bullata en Bromus sp.
(Astiz Gasso et.al 2016).

Lotes de semillas con tres
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carbon
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Interaccion entre cepa
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TRATAMIENTOS A CAMPO DE
. CEBADILLA TRATADA CON
TERAPICOS CON DIFERENTES DOSIS
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CARBON
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TRATADA CON TERAPICOS
COMPARADO
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—

TV-D1
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+
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===
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Ipconazole
+

THE,

S
BIAGRO
TL®
L /
D
Ipconazole
% /
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CONCLUSIONES
1. Se observd una reduccion altamente significativa de la enfermedad U.
bullata (carbon de la cebadilla) con el Biagro TL® con respecto al
testigo.
2. No se evidencio un efecto negativo en la interaccion terapico-formulado

biolégico hasta 7 dias posteriores a la aplicacién sobre la semilla.
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CONCLUSIONES FINALES

* Sporisorium cruentum sobre Sorghum alepensis

1.

Se establecieron las condiciones ambientales 6ptimas y el momento
de mayor eficacia del hongo, para producir infecciones en las plantas
de sorgo de alepo. Por lo tanto, de este modo, sélo dentro de un
marco integrado de alternativas, se podria establecer
fehacientemente la factibilidad del control biolégico empleando S.
cruentum.

Seria importante establecer las posibles interacciones entre la
implementacion del control biolégico con otras alternativas de manejo
en el sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis
reducidas y la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con

la maleza.

* Ustilago filiformis sobre Glyceria sp

1.

Los métodos utilizados en esta investigacion son eficientes para la
determinacion de la histopatologia del carbdn de la estria sobre su

hospedante.

. Se logré6 determinar el proceso de penetracion, infeccion y

colonizacion del patégeno sobre las plantas de Glyceria spp.

Se determin6 que la caracteristica de la infeccion es de tipo local y

no sistémica.
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4. Se presume una disminucion de la disponibilidad del forraje para el
ganado debido al ataque directo de U. filiformis sobre las hojas.
También habria que determinar su posible toxicidad en los animales
al ser consumido.

5. Se estableci6é y esquematizd el ciclo biolégico de U. filiformis sobre
Glyceria spp. por primera vez en nuestro pais y en el mundo,
constituyendo un aporte de valor para entender la epidemiologia de

la enfermedad.
* Ustilago bullata sobre Bromus spp.

1. Las investigaciones realizadas sobre la biologia y histopatologia de
U. bullata indican que este patdgeno se localiza en el tejido apical e
infecta a las panojas de cebadilla en forma parcial o total.

2. Se determind la existencia en Argentina de cuatro formas
fisiolégicas de U. bullata.

3. Se establecid que las especies B. catharticus y B. parodii son
hospedantes altamente susceptibles a Ustilago bullata.

4. No hay resistencia genética en B. cartharticus al carbon de la
cebadilla.

5. Se comprobd que la especie B. brevis es un hospedante diferencial
del género Bromus.

6. B. auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta son las especies mas
resistentes a las poblaciones U. bullata.

7. Bromus auleticus posee un endodfito (E+) que interactia en forma

antagonica para evitar la infeccién de U. bullata.
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8. Niveles de infestacién de < 50 teliosporas/semilla son el Umbral a
considerar en el momento de seleccionar lotes de semilla vy
recomendar el tratamiento con terapicos para siembra.

9. Los controles quimicos sobre U. bullata dependen de los principios
activos de los formulados de los fungicidas y deberian ser
evaluados con ensayos a campo para logar la mayor eficiencia y
eficacia para el manejo de la enfermedad.

10. Las cepas aisladas de Trichoderma harzianun fueron eficientes en
la inhibicion in vitro de U. bullata.

11. Los resultados obtenidos nos permitieron proseguir con
experimentos de terapicos y disefio de un formulado biolégico
Biagro TL® para el manejo integrado de U. bullata.

12. Se observd una reduccién altamente significativa de la enfermedad
U. bullata con Biagro TL® con respecto al testigo.

13. No se evidencié un efecto negativo en la interaccién terapico-
formulado biolégico hasta 7 dias posteriores a la aplicacion sobre la
semilla.

14. Estos resultados nos permitirdn planificar estrategias para futuros

ensayos para manejar el carbén de la cebadilla.
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