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Titulo: “Induccidon de tolerancia a la Fusariosis de la espiga mediante el empleo de elicitores
hormonales y bioldgicos en trigo”.

Introduccion:

En el presente informe se exponen los resultados de los ensayos realizados durante la beca de
Estudio. El primer ensayo fue informado detalladamente en el primer informe preliminar, aqui se
reportan los resultados de los andlisis estadisticos del mismo y se comparan con los obtenidos
durante el segundo afo. En este periodo se analizaron estadisticamente los resultados obtenidos
del ensayo de la campafia 2012-13, durante los meses de Febrero y Marzo de 2013; A fines de
Mayo se sembré un segundo ensayo y se condujo como se detalla en la metodologia durante
campafia 2013-14. Este ultimo ensayo fue modificado respecto del primero en algunos aspectos
metodoldgicos, basando tales cambios en los resultados obtenidos del andlisis del primer ensayo.

El disefio y la orientacion de la investigacion se enfocaron, desde la etapa inicial de resefia
bibliografica, no solo en identificar genotipos portadores de alelos inducibles capaces de
incrementar la resistencia a la Fusariosis de la espiga, sino también en la blisqueda de un posible
vinculo entre la altura de la planta y la capacidad de activar estas respuestas defensivas. Un indicio
de éste vinculo ha sido reportado por diversos autores en diversas publicaciones las cuales son
citadas a continuacién.

El estudio de las fuentes de resistencia a la FET, tanto desde el mapeo genético (Draeger y col.
2007, Buerstmayr y col. 2009) como desde su caracterizacién molecular (Ding y col. 2011), ha
revelado que las mismas son de caracter poligénico, cuantitativas, e inducibles. Estas
caracteristicas dificultan su incorporacién a variedades comerciales por mejoramiento tradicional
dada la baja heredabilidad que presentan los caracteres cuantitativos.

Reportes recientes de mapeo genético de fuentes de resistencia a FET (Srinvasachary y col. 2008 y
2009) sefialan a los alelos de semi-enanismo RhtD1-a y RhtD1-b, incorporados mundialmente en
las variedades comerciales durante la «Revolucién Verde», como factores determinantes en gran
medida de la variabilidad de éste caracter.

Estos loci codifican factores transcripcionales DELLA, los cuales interacttan indirectamente con las
vias de sefializacién y expresién de defensas mediadas por fitohormonas (Navarro y col. 2008;
Saville y col. 2011). Estos Factores Transcripcionales son reguladores negativos de la expresion de
los genes inducidos por el acido Giberélico (AG). Este ultimo promueve la degradacién de los
factores transcripcionales DELLA los que, ademds de incidir sobre procesos de crecimiento y
desarrollo, interactian directa o indirectamente con otras vias de sefializacién hormonal. El rol
principal del AG esta asociado a la elongacion celular y consecuentemente la elongacion de
tejidos, el desarrollo de semillas, el control de la floracidn, etc. (Santner y col. 2009).

Navarro y col. demostraron que la estabilizacion por mutaciones de las proteinas DELLA en
Arabidopsis thaliana incrementa la capacidad defensiva de la planta frente a patdgenos
necrétrofos, mientras que su degradacion, en mutantes hipersensibles al acido giberélico, o por
aplicacion exégena del mismo en plantas normales, incrementaba la resistencia a patdgenos
biétrofos.

Pearce y col. 2011, realizaron una caracterizacién molecular de los transcriptos de los alelos Rht
disponibles en materiales vegetales empleados en planes de mejoramiento y determinaron las
alteraciones fenotipicas que causaban la presencia de mutaciones en estos factores
transcripcionales. Saville y col. 2011 determinaron que en especies monocotileddneas, la



presencia de los alelos Rht semi-enanizantes, codificantes de DELLAs estables, alteraban la
respuesta a patdgenos necrotrofos y bidtrofos, contribuyendo a la resistencia a necrétrofos
cuanto mas estables y viceversa.

Segin Yang y col. 2012, la ruta de sefalizacion del acido Jasmoénico (AJ), y factores
transcripcionales pertenecientes a ella (JAZs), interfieren con la degradacién por medio del AG de
proteinas DELLAs, y demostré como la aplicacion exdgena de AJ disminuye, en una relacion
directa, la degradacion de DELLAs en plantulas arroz.

El agente causal de la FET, F. graminearum, tiene un comportamiento hemibiotréfico, lo que
implica que en estadios iniciales de la colonizacion presente un crecimiento extracelular, cual
hongo biétrofo, hasta que inicia la sintesis de micotoxinas e induce necrosis de tejidos (Pritsch y
col. 2000; llgen y col. 2009). Tal caracteristica nos permite plantear la hipdtesis de que una
reaccion defensiva temprana, estimulada por la degradacion de proteinas DELLAs, podria
favorecer la respuesta tolerante por parte del cultivo por induccién de una Resistencia Sistémica
Adquirida, mediada por fitohormonas.

Dado que los alelos codificantes de proteinas DELLAs cumplen una funcién reguladora de la
elongacion del tallo, han sido seleccionadas en trigo por mejoramiento tradicional para
incrementar el indice de cosecha durante la llamada revolucién verde de las décadas de los afios
sesenta y setenta. Estos alelos RhtD1 se encuentran muy distribuidos a nivel mundial en las
variedades comerciales actualmente cultivadas.

El descubrimiento de su implicancia regulatoria en las vias de defensas mediadas por
fitohormonas resulta, para los fines de esta investigacion, de gran interés. Ya que su presencia en
variedades comerciales podria permitir idear nuevas estrategias para el manejo de enfermedades,
pudiendo permitir el desarrollo de alternativas capaces de disminuir el uso de fungicidas derivados
del petrdleo, de elevado impacto ecoldgico y elevado costo para la actividad productiva. Estos
ultimos representan una herramienta poco eficaz para el productor, por comprometer el margen
bruto de la actividad productiva sin garantizar un control eficiente sobre la enfermedad, por la
dificultad de predecir la incidencia de la misma y por la ineficiencia de aquellos en el control de la
acumulacién de micotoxinas. Segin Martin y Johnson (1982) tratamientos con fungicidas capaces
de reducir el dafo sobre el rendimiento no modificaron significativamente los niveles de
micotoxina en granos. Siendo ésta la principal limitante para el consumo y para el comercio
internacional del grano.

Las modificaciones efectuadas en el segundo ensayo a campo, en base a los resultados del
primero, apuntan a evaluar el efecto de la dosis y el momento de aplicaciéon de los inductores
hormonales.

No pudo concretarse, en éste segundo ensayo, el andlisis inmunoldgico de deteccidon de
micotoxinas (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA) para evaluar si hubo algun efecto de
los inductores utilizados en la acumulacién de Deoxinivalenol (DON) en los granos enfermos. Este
analisis resulta muy costoso y la variabilidad de los resultados obtenidos en el segundo afio no

justificd su implementacion.

Objetivos:

El objetivo general del trabajo fue determinar si en lineas experimentales y cultivares comerciales
de trigo existen mecanismos de defensas inducibles por medio de la aplicacion exégena de
fitohormonas, como el AG y el AJ, que otorgan tolerancia a la infeccion de Fusarium
graminearum.



Se evalud si la inoculacién a la siembra con Pseudomonas fluorescens (Rizofos) disminuye la
severidad de la enfermedad.

Se analizé si los tratamientos de elicitacion (AG, AJ, Pseudomonas fluorescens) afectan las
variables patométricas (AUDPC, Porcentaje de granos enfermos por espiga, Peso de mil granos y
contenido de micotoxinas en granos) de forma que nos permitan determinar diferencias en la
respuesta defensiva de las plantas inoculadas.

Por ultimo se determind si existen respuestas diferenciales en germoplasmas contrastantes en el
caracter de altura de planta.

Para alcanzar los objetivos generales se establecieron los siguientes objetivos particulares:

1. Determinar si la aplicacion exdgena de fitohormonas (AG o Al) disminuye la incidencia y la
severidad de la enfermedad en espigas de trigo inoculadas con Fusarium graminearum.

2. Evaluar si la inoculacién a la siembra con rizobacterias (Pseudomonas fluorescens)
disminuye la incidencia y la severidad de la enfermedad en plantas de trigo inoculadas con
Fusarium graminearum.

3. Evaluar si los tratamientos de elicitacion (AG, AJ, Pseudomonas fluorescens) afectan el PMG
de los granos de plantas inoculadas con Fusarium graminearum.

4. Evaluar si los tratamientos de elicitacion (AG, AJ, Pseudomonas fluorescens) disminuyen el
contenido de la micotoxina DON (deoxinivalenol).

Materiales y Métodos:

Materiales vegetales evaluados:
Los materiales vegetales estudiados en las dos campanas fueron dos lineas experimentales
endocriadas Doble Haploides (RILs) y una variedad comercial:
- Opata x Synthetic (OxS):
Caracteristicas: Ciclo corto, Porte alto (altura?), 1.10 m. Es una linea isogénica doble
haploide endocriada (DH-RIL), proveniente de una poblacidén de mapeo usada como referencia

de marcadores moleculares desarrollada por el International Maize and Wheat
Improvement Center (CIMMYT) de México y la universidad de Cornell, Ithaca de EEUU.
Los parentales de la poblacién son synthetic W7984 (Altar84/Ae. tauschii (219)

CIGM86.940) x Opata M85. La empleada en este ensayo ha sido modificada en el IPK, siendo el
padre donante Synthetic obtenido por la cruza de T. diccocoides x Ae tauschii. La poblacién
original ha sido utilizada mundialmente en estudios genéticos para establecer marcadores de
mapeo de referencia. Las poblaciones de referencia son utilizadas para determinar el orden de
marcadores, la seleccién de marcadores, mapeo de caracteres de interés, para la
construccién de bibliotecas de insertos y secuenciacién de genomas. La linea empleada en los
ensayos presentados a continuacién presentan variantes alélicas superadoras de la poblacién
original sin embargo comparte en los alelos Rht no enanizantes, presenta un porte alto con
una altura promedio a floracién de 1,05 m.

- Spark x Rialto (SxR):



Caracteristicas: Ciclo Largo, Porte Semi-enano.

Promedio de altura 0,9 m.

La poblacion de mapeo fue desarrollada en el John Innes Center por el grupo de
Srinivasachary y col. 2008. El pedigree de los parentales de la poblacién es:

- Spark CB306Y 70(CIMMYT)/ MW//Hobbit/Tonic (Singh et al. 2001).

- Rialto es Haven/Fresco (http://genbank.vurv.cz/ewdb/asp/ewdb d2asp?accn=5165).

La linea doble haploide endocriada utilizada en el ensayo y proviene de una poblacién
segregante para el alelo RhtD1-b asociado a susceptibilidad a la FET segln los estudios
realizados sobre esta poblacidon de mapeo por Srinivasachary y col. 2008-2009.

- Klein Zorro (KZ):
Caracteristicas: Ciclo corto, Porte Semi-rastrero. Altura promedio 1 m.

El ensayo fue sembrado, bajo un disefio factorial de parcela subdividida, con dos repeticiones por
genotipo, en uno de los umbraculos de la catedra de Genética en la ciudad de La Plata (34° 54° LS).
El umbraculo utilizado en el segundo afio (2013-14) no fue el mismo del ensayo anterior. Este
ensayo se llevé a cabo con una fertilizacidon en pre-siembra, que condujo a alto nivel de vuelco
dado que afectd la altura de las plantas, incrementandola, sobre todo en el genotipo OxS.

La siembra se realizé en parcelas de 2,5m de largo por 2,10m de ancho cada una, con un
espaciamiento entre surcos 0,20m. En el primer ensayo las parcelas se sembraron entre los dias 6
y 7 de Julio de 2012. En el segundo ensayo, se sembraron entre los dias 24 y 25 de Mayo de 2013.
En cada parcela se evaluaron todos los tratamientos con sus respectivos testigos no inoculados.

El desmalezado se realizé de forma manual. Hubo que realizar control de pulgones en todos los
ensayos, para lo cual se utilizd el insecticida de contacto Mercaptotién 100% P/V dietil
(dimetoxifosfoinotiltio)succinato. Se buscd que el insecticida fuese de contacto a fin de evitar la
posible interferencia fisiolégica de éste con los inductores empleados.

Elicitores Hormonales:
Se evaluaron el efecto inductor del Acido Jasménico (Al) y del Acido Giberélico (AG) y un elicitor
bacteriano o bioldgico: Rizofos® (Rizobacter S.A.).

Concentracion de soluciones hormonales aplicadas:

Se asperjaran las siguientes soluciones hasta chorreo, en los distintos tratamientos:
- Acido Jasmoénico 10°M
- Acido Giberélico (GA3) 10°M
- Agua destilada (testigos)

La metodologia empleada en el ensayo 2013-14 incluyd un nuevo tratamiento de AG (AGX1) con
una Unica aplicacion hormonal en pre-antesis y los mismos tratamientos hormonales realizados el
afio anterior, con pulverizaciones semanales desde comienzo del estadio de bota hasta alcanzar
plena antesis.


http://genbank.vurv.cz/ewdb/asp/ewdb_d2asp?accn=5165

Se reemplazé durante el segundo afio el elicitor bacteriano Rizofos por el tratamiento AGX1. El
propdsito del mismo fue intentar evitar el efecto negativo que el AG tratamiento mostré en la
campafia 2012-13 sobre el numero de granos por espiga, habiendo incrementado el aborto floral.
Por limitaciones de espacio ante el agregado de este nuevo tratamiento se tuvo que excluir el
tratamiento con Rizofos, el cual tuvo un efecto poco apreciable en el primer afio, en comparacién
con el del AG.

Las aplicaciones hormonales comenzaron: El 10 de septiembre de 2013 para los genotipos de ciclo
corto (OxSy KZ) y el 15 de Octubre de 2013 para el genotipo semi-enano (SxR).

El surfactante Tween 20 (Polisorbato 20) se utilizd en todas las soluciones hormonales y en la
suspension de esporas como tensioactivo para incrementar la superficie de contacto entre el movil
liquido y la superficie de los tejidos vegetales.

Preparacion del Inoculo Patogénico:

Para la inoculacion fue seleccionada una cepa de F. graminearum denominada IV.II.3
perteneciente a la Coleccién del CIDEFI - UNLP. Recolectada en la localidad de Los Hornos, partido
de La Plata, Provincia de Buenos Aires. La agresividad de esta cepa es de caracter moderado y
presenta un quimiotipo productor de deoxinivalenol (DON) (Malbran y col. 2012).

La cepa seleccionada se cultivd durante 5 dias en agar de papa glucosado (APG). Se cortaron
bloques de cada cepa de 2x2 cm y se transfirieron a frascos de 350 ml con 50 ml de medio de
cultivo liquido (Cappellini y Peterson). Los mismos se incubaron durante 6-8 dias en bafio a 249C
con agitacion constante (45 rpm), para estimular la produccién de esporas.

Para la separacidn de esporas, el contenido de los frascos se centrifugd durante 10 minutos a
4.000 rpm y 29C, el precipitado se lavd con agua estéril y centrifugd varias veces para conseguir la
eliminacion del medio de cultivo.

El precipitado (esporas y micelio) fue re-suspendido en agua destilada. La suspensidn se filtré con
tela de queso para eliminar los restos de micelio y se realizaran diluciones hasta ajustar la
concentracion a 1,5x 10* esporas /ml, con la ayuda de la cdmara de Neubauer. Se agregd una gota
de Tween 20 para facilitar la adherencia de las esporas a los tejidos del hospedante.

Método de Induccion e Inoculacion:

La induccién hormonal se realizd por pulverizacion desde el estadio de bota (Zadoks 4.1) con una
aplicacién semanal hasta alcanzar plena antesis, momento en que se inocula el patégeno con la
suspension de esporas. La pulverizacién de la solucidn hormonal sobre las parcelas deseadas se
efectud cubriendo integramente las parcelas aledanas con cortinas de polietileno para evitar la
deriva de la solucién inductora.

La inoculacion se realizé en plena floracidn, con una abundante cantidad de anteras extruidas en
el segmento medio de la espiga, mediante dos técnicas que nos permiten evaluar
diferencialmente dos tipos de resistencia. Una de ellas fue la pulverizacién de la suspensién de
esporas, que permite evaluar la resistencia de la planta a la infeccion inicial, siendo ésta



denominada resistencia de Tipo 1. Se pulveriza un mililitro de suspensién de esporas por espiga
con un atomizador manual.

El otro método empleado fue el de inoculaciéon PUNTUAL, a través del cual se evalua la dispersion
del hongo en la espiga, conocida como resistencia de Tipo 2. Esta técnica consiste en aplicar 5 pl
de la suspension de esporas en cada una de las dos espiguillas centrales (previamente
sefializadas con marcador indeleble) y evaluar luego con observaciones semanales la dispersién o
el avance de la enfermedad a lo largo de la espiga.

Variables a evaluar — Metodologia de evaluacidn:

Luego de la inoculacién, para ambas técnicas, se cubrieron las espigas con bolsas de polietileno
levemente humedecidas a fin de generar un efecto de camara humeda, lo que facilita el
crecimiento del hongo e inicio de la infeccidn. La cdmara hiumeda se mantuvo por 48 horas.

Los sintomas de la enfermedad sobre las espigas se evaluaron y cuantificaron visualmente a los 7,
14, 21, y 28 dias posteriores a la inoculacién.

La severidad sintomatica de la enfermedad se determiné por medio de observacién visual
realizando un conteo de espiguillas enfermas sobre espiguillas totales. Para tener una variable
integradora de todas las observaciones registradas durante el avance de la enfermedad se calculé
el drea debajo de la curva de avance de la enfermedad, Area Under Disease Progress Curve
(AUDPC). La férmula utilizada para calcularla fue la siguiente:

Zni=1 [(Yinezt Y[ Xivz - X

n= Numero total de observaciones.
Y= Severidad de la FET en la observacion iésima.
Xi= Dias a la Observacion iésima.

La evaluacion semanal desde el momento de inoculacidon nos permitié cuantificar de forma
integrada el avance sintomatoldgico de la infeccidn en los distintos tratamientos evaluados. Esta
variable patométrica resulta adecuada para observar la velocidad de la difusién del hongo en la
espiga y estimar la agresividad de la misma, ya sea desde una posicién conocida, como sucede en
la inoculacion puntual, o en la espiga en general en la inoculacion por spray, permitiendo inferir el
nivel de resistencia Tipo 1. En evaluaciones de FET en ensayos de gran escala suele tomarse esta
variable como determinante del nivel de resistencia/susceptibilidad de lineas o variedades a
mejorar.

Al estado de madurez, desde principios del mes de Diciembre, se cosecharon y trillaron las espigas
manualmente, determinando el porcentaje de granos enfermos (GE) por espiga. Esta variable
resulta de utilidad para cuantificar proporcionalmente el nivel de dafio y difusién del hongo en la
espiga. La evaluacién externa de la sintomatologia no puede suplantar esta variable, ya que la
infeccion causada por el hongo puede obturar conductos xilematicos y generar una marchitez
temprana de la parte superior de la espiga, exhibiendo el sintoma caracteristico en zonas a las que



no ha llegado el patdogeno directamente. Por ende, ésta variable reporta el nivel de severidad
realmente alcanzado por la FET. La variable AUDPC permite determinar la agresividad de la
enfermedad y la capacidad de respuesta de la planta bajo determinado tratamiento.

Luego se determind el peso de la muestra (granos totales por espiga) y a partir de ella se estimo el
peso de 1.000 granos (PMG). Para estimar esta Ultima variable se realizaron submuestras
agrupando los granos de cinco espigas para evitar incorporar mucha variabilidad al modelo por la
sobreestimacién del error experimental de casos individuales. EIl PMG ha sido reportado por
numerosos autores como la variable mas correlacionada con el nivel de resistencia del cultivar,
sobre todo en inoculaciones artificiales, en donde la presién infectiva es elevada (Parry 1995;
Mesterhazy, 1983; Dorman y Oettler, 1990). Esta variable nos permite considerar las pérdidas
directas de rendimiento ocasionadas por la enfermedad y cuantifica mdas precisamente el nivel de
dafio generado por el patdgeno en cada tratamiento. El PMG es considerado la variable mas
robusta y representativa del nivel de daiio de la enfermedad permitiendo, a los fines de este
ensayo, evaluar la induccién de mecanismos capaces de contrarrestarla.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa InfoStat (Di Rienzo y col. 2012),
con el que se realizaron Analisis de la Varianza y comparaciones de medias por el método de LSD-
FISHER, para determinar las diferencias minimas significativas capaces de discriminar
comportamientos diferenciales entre tratamientos.

Resultados:

AREA DEBAJO DE LA CURVA DE AVANCE DE LA ENFERMEDAD (AUDPC):

Todos los tratamientos evaluados en esta variable fueron inoculados con F. graminearum. Se
mencionan los tratamientos por su inductor hormonal sin aclarar que han sido inoculados.

1- GENOTIPO KZ:

El genotipo KZ fue evaluado para esta variable solamente en el ensayo 2013-2014. No hubo
ninguna diferencia significativa para esta variable entre los tratamientos en ninguno de los
ensayos de inoculacién realizados (KZ SPRAY y KZ PUNTUAL).

2- GENOTIPO OxS:

CAMPANA 2012-2013:

Los andlisis de la varianza (ANOVA) realizados sobre los resultados de los conteos de espiguillas
sintomaticas efectuados en ambos ensayos de inoculacién permitieron identificar diferencias
significativas entre tratamientos de elicitacion.

Para ambas técnicas de inoculacién se observd un comportamiento semejante en respuesta a la
inducciéon hormonal. En el ensayo de inoculacidn por SPRAY el tratamiento con AJ mostrd un
incremento significativo de la sintomatologia respecto de los demas tratamientos hormonales y
del Control no inducido (P<0,0001), mientras que en el ensayo de inoculacion PUNTUAL éste



incremento se reprodujo en menor medida, pero de forma significativa respecto del Control
(P<0,03).

AUDPC OXS SPRAY 2012-13
4000
3500
3000 =¢—CTRL + Fg
2500 Al +Fg
2000 AG +Fg
1500 =>e=R|Z0 + Fg
1000
500 T
0 ¢
0 dpi ‘ 7 dpi ‘ 14 dpi ‘ 21 dpi ‘
AUDPC OxS PUNTUAL 2012-13
=¢-—CTRL + Fg
Al +Fg
AG +Fg
=>e=RIZ0 + Fg
0 € T T T T )
0 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi

Figura 1: AUDPC de los distintos tratamientos en los dos ensayos de inoculacion del genotipo OxS, campaifa 2012-13. Letras
diferentes representan diferencias significativas segin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher. Las barras de error
representan el error estandar del ensayo.

CAMPANA 2013-2014:

En la ultima campafia sdlo se observaron diferencias entre tratamientos en el ensayo de
inoculacién PUNTUAL. La tendencia observada fue semejante a la del afio anterior para el mismo
genotipo, el AJ mostré un incremento significativo de la susceptibilidad del genotipo frente a la
FET respecto de los demas tratamientos hormonales (P<0,03). Sin embargo no se diferencio
significativamente del tratamiento Control sin hormonas.
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Figura 2: AUDPC de los distintos tratamientos en el ensayo de inoculacion PUNTUAL del genotipo OxS, campafia 2013-14. Letras
diferentes representan diferencias significativas segun la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher. Las barras de error

representan el error estandar del ensayo.

3- GENOTIPO SxR:

CAMPANA 2012-2013:

El genotipo SxR mostré para esta variable significativos incrementos en la resistencia a la
enfermedad en los tratamientos con AG en los dos ensayos de inoculacion. En ambos casos,
inocualcion por SPRAY y PUNTUAL, el tratamiento con AG mostré una sintomatologia
significativamente menor que la del Control sin inductores y que la de los demas tratamientos con

inductores (P<0,0001).
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Figura 3: AUDPC de los distintos tratamientos en los dos ensayos de inoculacion del genotipo SxR en la campafia 2012-13. Letras
diferentes representan diferencias significativas segin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher. Las barras de error
representan el error estandar del ensayo.

CAMPANA 2013-2014:

En el segundo afio de evaluacién se observaron diferencias entre tratamientos solamente en el
ensayo de inoculacién PUNTUAL. Aqui los dos tratamientos con AG (AG y AGX1) mostraron una
sintomatologia significativamente menor que la del CTRL no inducido y que la del tratamiento con
AJ (P<0,0001).
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Figura 4: AUDPC promedio de los distintos tratamientos del ensayo de inoculacion PUNTUAL de la campafia 2013-14. Letras
diferentes representan diferencias significativas segin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher. Las barras de error
representan el error estandar del ensayo.

Porcentaje de Granos Enfermos por Espiga (GE):

Las comparaciones para esta variable se realizaron entre tratamientos inoculados con F.
graminearum. En todos los ensayos de las dos campafias, las diferencias entre tratamientos
inoculados y no inoculados siempre fueron significativas.

1- Genotipo KZ:

CAMPANA 2012-2013:

En el primer afio de evaluacion, el genotipo KZ solamente mostré diferencias significativas para el
porcentaje de granos enfermos por espiga (GE) en el ensayo de inoculacién PUNTUAL. En este
ensayo los tratamientos inoculados con el hongo y tratados con induccidon hormonal presentaron
una menor proporcion de granos enfermos, que resulté significativa respecto del control enfermo
sin inductores (P<0,005). No hubo diferencias significativas entre AG y Al.
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Figura 5: Comparacion de medias del Porcentaje de Granos Enfermos en el ensayo de inoculacion PUNTUAL del genotipo KZ
Campafia 2012-13. Letras diferentes representan diferencias significativas segtn la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.



CAMPANA 2013-2014:
En la campana 2013-14 el genotipo KZ no presentd diferencias significativas entre tratamientos
para esta variable en ninguno de los dos ensayos de Inoculacidn.

2- GENOTIPO OxS:
CAMPANA 2012-2013:

El genotipo OxS presentd diferencias significativas entre tratamientos para la variable GE
solamente en el ensayo de inoculacién por SPRAY. Los tratamientos hormonales AG y Al
se diferenciaron significativamente del CTRL sin inductores en sentido negativo, es decir,
incrementando significativamente (P<0,003) el porcentaje de granos enfermos por espiga.

El tratamiento hormonal con AG incrementd aqui en un 17% el porcentaje de granos enfermos por
espiga. En la inoculaciéon Puntual no hubo tratamiento significativamente distinto del control
inoculado. El genotipo OxS no resultdé inducido positivamente por ninguno de los elicitores
empleados, siendo incluso mds susceptible a la infeccidn inicial al ser tratado con AG.
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Figura 6: Comparacion de medias del Porcentaje de Granos Enfermos en el ensayo de inoculaciéon por SPRAY del genotipo OxS.
Letras diferentes representan diferencias significativas segtin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

CAMPANA 2013-2014:

En la campana 2013-14, si bien hubo diferencias entre tratamientos, ninguna de ellas fue
significativa para esta variable en ninguno de los dos ensayos de inoculacién realizados.

3- Genotipo SxR:
CAMPANA 2012-2013:

En la primera evaluacion, a diferencia de los demas genotipos, el porcentaje de granos enfermos
en SxR fue significativamente disminuido por la aplicacién exdgena de AG en el ensayo de
inoculacion por SPRAY. Se registré una reduccién de GE del 17,5% respecto del tratamiento
control inoculado (P<0,03). En el caso de la inoculacién PUNTUAL, no se observaron diferencias
entre los tratamientos.
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Figura 7: Comparacion de medias del Porcentaje de Granos Enfermos en el ensayo de inoculaciéon por SPRAY del genotipo SxR,
campaia 2012-13. Letras diferentes representan diferencias significativas segtin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

CAMPANA 2013-2014:

A diferencia del afio anterior las diferencias significativas entre tratamientos para la variable GE en
el genotipo SxR se observaron en el ensayo de inoculacion PUNTUAL. Esta vez el tratamiento
hormonal que contribuyé significativamente en la reduccién del porcentaje de GE por espiga fue el
de AGX1 (P<0,04).

El ensayo de inoculacidn por SPRAY no presenté diferencias significativas entre tratamientos para
esta variable.
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Figura 8: Comparacion de medias del Porcentaje de Granos Enfermos en el ensayo de inoculacion PUNTUAL del genotipo SxR
campaiia 2013-14. Letras diferentes representan diferencias significativas segtin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

Peso de Mil Granos (PMG):

1- Genotipo KZ:
CAMPANA 2012-2013:

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos en ambos ensayos de inoculacién. En la
inoculacion por SPRAY el tratamiento que obtuvo el PMG mayor fue el CTRL enfermo sin induccion
hormonal. Ello indica que no hubo un efecto positivo de la aplicacion hormonal frente a la
inoculacidn por SPRAY, ni diferencias entre hormonas (P<0,001).



En la inoculacion PUNTUAL el tratamiento AG+F mostré un PMG superior al de los demas
tratamientos hormonales inoculados (P<0,001). Este tratamiento se ubicé en la categoria inferior
al de mayor PMG que fue el CTRL sin inocular.

PMG KZ SPRAY 2012-13
45314
A A A
A A 35,14 35,52 35113
30,99
29193 f I I
AJ+F AG+F AG A CTRL+F CTRL
PMG KZ PUNTUAL 2012-13
D
45,26
A AB 3:26 32 is 35173
29,14 29,82
[
AJ+F CTRL+F AG Al AG+F CTRL

Figura 9: Comparacion de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacion del genotipo comercial KZ Campaiia 2012-13. Letras
diferentes representan diferencias significativas segun la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

CAMPANA 2013-2014:

No hubo diferencias significativas entre tratamientos hormonales en ninguno de los dos ensayos
de inoculacidén. Sélo entre los inoculados con F. graminearum y los no inoculados. Sin embargo
AGX1 presentd un PMG similar a los controles (no inoculados) y a los tratamientos inoculados
sefialando a este tratamiento hormonal como benéfico para este genotipo en el PMG.
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Figura 10: Comparacion de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacién del genotipo comercial KZ Campaiia 2013-14. Letras
diferentes representan diferencias significativas seguin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

2- GENOTIPO OxS:
CAMPANA 2012-2013:

El ensayo inoculado por SPRAY presentd interacciones positivas entre los factores evaluados en el
ANOVA (Tratamiento x Inoculacién) y se pudieron discriminar diferencias significativas entre
tratamientos por medio del método de LSD-Fisher. Sin embargo la diferenciacién se vio
claramente fundada en el factor INOCULACION ya que fue el que dividié claramente a los PMGs de
los tratamientos. Dentro de los inoculados el AJ+F y el AG+F generaron una clara disminucion (28%
aproximadamente) del PMG frente a la FET, siendo ésta significativamente mayor que la del
tratamiento CTRL+F (P<0,0001).

En la inoculacién PUNTUAL los tratamientos presentaron una tendencia parecida. No hubo ningtn
Tratamiento inoculado con una media de PMG equiparable a la de uno no inoculado. Dentro de
los inoculados, el tratamiento AG+F fue el Unico con una media de PMG significativamente menor
que el CTRL+F (P<0,005).
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Figura 11: Comparacion de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacion del genotipo OxS Campaia 2012-13. Letras diferentes
representan diferencias significativas segtn la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

CAMPANA 2013-2014:

En el andlisis de la varianza realizado sobre los valores de PMG del ensayo de inoculacion por
SPRAY, la interaccién ente los factores analizados (Tratamiento x Inoculacién) fue nula por lo que
los tratamientos se diferenciaron entre inoculados y no inoculados y, dentro de estas categorias,
entre tratamientos hormonales. En los inoculados ningln tratamiento mejord la respuesta del
genotipo OxS (CTRL+F) a la FET.

En el caso de la inoculacion PUNTUAL los tratamientos con AG (AG+F y AGX1+F) incrementaron
significativamente el PMG respecto del CTRL inoculado con un 10,68% y un 17% mas de peso
respectivamente (P<0,0029). Aqui el ANOVA presentd interaccion entre los factores analizados,
indicando que las variaciones observadas entre tratamientos se deben al efecto conjunto de
ambos factores. En los tratamientos no inoculados la aplicacion hormonal redujo el PMG en la
mayoria de los casos.
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Figura 12: Comparacion de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacion del genotipo OxS Campafa 2013-14. Letras diferentes
representan diferencias significativas segtn la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

3- Genotipo SxR:
CAMPANA 2012-2013:

En ambos ensayos de inoculacién del genotipo SxR hubo diferencias significativas entre
tratamientos e interaccién positiva entre los Factores Tratamiento e Inoculacién en el analisis de la
varianza.

En ambos ensayos de inoculacién, el tratamiento con AG produjo un incremento significativo del
PMG (SPRAY: P<0,0001; PUNTUAL: P<0,05), equiparando los PMGs de estos tratamientos a los de
los Tratamientos Testigos sin inoculacion. En el caso de la inoculacién por SPRAY el tratamiento
AG+F no se diferencié de su testigo AG y superd significativamente (P<0,0001) al CTRL+F e incluso
al testigo CTRL.

En el ensayo de inoculacion PUNTUAL el tratamiento AG+F presentd un PMG semejante al de los
testigos y se diferencid significativamente de todos los tratamientos inoculados. El testigo sin
inocular AG presenté el PMG mas elevado del ensayo.

Sin embargo el tratamiento AG mostré una reduccidn en el promedio de granos por espiga
asociada a un mayor aborto de flores. Tal diferencia se observé en ambos ensayos de inoculacién
para el tratamiento AG siendo las diferencias significativas en ambos casos (SPRAY: P<0,0001;
PUNTUAL: P<0,004). La disminucién del nimero de granos promedio por espiga en el caso de AG
en la inoculacidn por SPRAY alcanzd un valor cercano al 43,96% (P<0,0001), mientras que para la
inoculacion PUNTUAL la merma con AG, respecto del CTRL sin tratamiento hormonal, fue del



17,69% (P<0,004). Los efectos de los factores Tratamiento e inoculacién fueron Independientes
sobre la varianza de ésta variable, segln los resultados del Andlisis de la Varianza, por lo que se
grafican las diferencias identificadas entre tratamientos (Fig. 14).
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Figura 13: Comparaciéon de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacién del genotipo SxR Campaiia 2012-13. Letras diferentes
representan diferencias significativas seguin la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.



SXR SPRAY GRANOS/ESPIGA

EmCTRL ®m A)J = AG mRIZOFOS

RIZOFOS

SXR PUNTUAL GRANOS/ESPIGA

mCTRL ®m Al = AG mRIZOFOS

RIZOFOS

Figura 14: Comparaciéon de medias del porcentaje de granos por espiga de los distintos tratamientos evaluados en los dos ensayos de
Inoculacién del genotipo SxR en la campaiia 2012-13. Letras diferentes representan diferencias significativas segun la D.M.S
determinada por el método de LSD-Fisher.

CAMPANA 2013-2014:

En el ensayo inoculado por SPRAY, las diferencias de PMG identificadas entre tratamientos
indicaron que, a diferencia del afio anterior, ambos tratamientos con AG redujeron
significativamente el PMG respecto del tratamiento CTRL+F sin induccidn.

En el ensayo de inoculacién PUNTUAL no se registraron diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos.

Tampoco se registré6 en esta campafia diferencias significativas en el aborto de granos por
aplicacién de AG que el afio anterior habian sido relevantes.
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Figura 15: Comparacion de medias de PMG en ambos ensayos de inoculacién del genotipo SxXR Campaiia 2013-14. Letras diferentes
representan diferencias significativas segtn la D.M.S determinada por el método de LSD-Fisher.

Discusién:

Los resultados obtenidos permitieron identificar interacciones entre los genotipos y los elicitores
hormonales. En ambas campanias se percibieron diferencias significativas en la respuesta a la FET,
entre los tratamientos de cada genotipo, por efecto del uso de inductores. Sin embargo los
resultados observados en el primer afio no fueron reproducidos en el segundo. Si bien las
modificaciones en la fecha de siembra y lugar de implantacién (inverndculo) afectaron la
reproducibilidad de los experimentos, esto reveld el caracter preponderante que tiene la
incidencia ambiental en la capacidad de respuesta a la FET (Lu y col 2011; Bai y Shaner 2004) y en
el efecto de la inducciéon hormonal.

Cada genotipo evaluado tuvo un comportamiento diferencial frente a los tratamientos
hormonales el cual se hizo bastante evidente en el primer ano de ensayo. Durante ésta campafia
(2012-13), dentro de cada metodologia de inoculacién, se identificaron respuestas claras a cada
elicitor en la mayoria de los tratamientos.

Durante el segundo afo de ensayo (2013-14) no fueron observadas las mismas respuestas aunque
pudieron identificarse tendencias semejantes en algunos tratamientos. Las diferencias
significativas entre tratamientos dentro de cada genotipo, fueron poco frecuentes en los tres
evaluados. Hubo respuestas contradictorias en comparacion a lo observado en el primer ensayo.
Pese a las diferencias entre los resultados de las dos campafias, la robustez de los resultados
obtenidos en el primer ano, campana 2012-13, sugieren respuestas diferenciales consistentes
entre tratamientos. Las variables evaluadas mas determinantes (PMG) presentaron coeficientes de



determinacion de los modelos ANOVA (R?) con ajustes elevados abarcando un rango de 0,7 — 0.9.
Sumado a esto, las condiciones ambientales en las que fue conducido el ensayo en esta campafia
fueron predisponentes para la infeccidon. La incidencia de la FET en el primer afio de ensayo fue
muy elevada en condiciones naturales de cultivo, las condiciones ambientales al momento de
floracién generaron en la regién pampeana elevados niveles de incidencia. Lo que en algunas
zonas resultd en epidemias al momento de floracidn (Moschiniy col. 2013).

Conclusién:

Genotipo comercial KZ:

Durante el primer afio de ensayo presenté respuestas favorables a la induccidon hormonal (Al y AG)
en los tratamientos inoculados puntualmente tanto en la variable GE, como en el PMG. Mientras
que la inoculacion por SPRAY no presenté diferencias entre tratamientos, la inoculacién PUNTUAL
tuvo un porcentaje de GE significativamente menor en los tratamientos con AG y AJ respecto del
tratamiento control inoculado sin diferenciarse entre ellos (P< 0,005). El tratamiento AG+F para la
variable PMG fue consistente con lo observado en las otras variables presentando un peso
significativamente superior al de los tratamientos inoculados e incluso superior al de los testigos
con tratamiento hormonal (P< 0,0006).

Estos resultados indican un incremento de la resistencia de Tipo 2 en los tratamientos inoculados
con AG.

Genotipo OxS:

Durante la primer campana 2012-13 los tratamientos hormonales tuvieron un efecto
significativamente negativo en las variables evaluadas en algunos de los tratamientos. El AUDPC
sefialéd un incremento de la agresividad de la FET en ambas técnicas de inoculacion para los
tratamientos con AJ (SPRAY= P<0,0001; PUNTUAL= P<0,0298). El porcentaje de GE se vio
incrementado un 17% en la inoculacién por SPRAY (P<0,0023) y no mostré diferencias
significativas en la PUNTUAL. Por ultimo, el PMG de los tratamientos hormonales (A y AG) se vio
reducido significativamente respecto del control sin inocular y del tratamiento con inductor
bacteriano en ambas inoculaciones, mostrando una reduccion promedio del 25% del peso (SPRAY=
P<0,0001; PUNTUAL= P< 0,00479).

En la campafia 2013-14, el AUDPC mostré un tendencia semejante a la del afio anterior en el
tratamiento con AJ inoculado de forma PUNTUAL (P< 0,024); La variable GE no mostré diferencias
significativas entre tratamientos; El PMG no presenté diferencias significativas en el ensayo de
inoculacidon por SPRAY, pero mostrd una respuesta significativa a favor del AG en el ensayo
PUNTUAL. Los tratamientos de AG+F y AGx1+F tuvieron un PMG significativamente mayor
respecto de CTRL+F. Este resultado se contrapuso a lo observado durante el afio anterior en el
mismo tratamiento inoculado.

La induccion hormonal en este genotipo no resultd positiva en la mayoria de los casos y condujo a
un incremento significativo de la sintomatologia y la severidad de la FET. Pareciera que el efecto
de los inductores resulta detrimental para las respuestas defensivas del genotipo bajo ciertas
condiciones ambientales.

Genotipo SXR:

Durante la primera campafia de ensayo este genotipo demostrd tener una interaccion favorable
con los tratamientos de AG. Este tratamiento incrementd la respuesta defensiva de ambos tipos
mostrando significativos incrementos en la tolerancia a la FET en las variables patométricas
evaluadas. La variable AUDPC durante la campafia 2012-13 indicé que el AG+F fue el uUnico



tratamiento significativamente menos afectado en los dos métodos de inoculacién, con un avance
sintomatico 50 % menor que el control general inoculado con F. graminearum (P <0,0001).

El nivel de GE no se correlaciond directamente con la severidad observada en AUDPC. Mientras
que en la inoculacion PUNTUAL ningun tratamiento se destacd, en la inoculacidon por SPRAY el AG
redujo el numero de granos enfermos un 17,5% (P< 0,0277). Esto sugiere que a pesar de haber
mostrado una sintomatologia mas leve, el AG no redujo tan efectivamente la difusidon del hongo
en la espiga, pero si redujo su ingreso.

Siendo el PMG la variable que denota mds integramente el nivel de severidad, el tratamiento con
AG en esta campana mostré significativos incrementos en esta variable, equiparando el peso de
los tratamientos de AG inoculados con el de los testigos (sin inocular) en ambos ensayos de
inoculacion. El PMG del tratamiento AG+F inoculado por SPRAY superd al tratamiento CTRL + F en
un 99,7% y en el ensayo de inoculacion PUNTUAL el mismo tratamiento lo hizo en un 70%. En esta
variable, el nivel de ajuste al modelo del ANOVA fue mayor en el ensayo de la inoculacién por
SPRAY que en el de la inoculacién PUNTUAL (R? SPRAY= 0,77; R> PUNTUAL= 0,75), sin embargo
ambos ensayos tuvieron respuestas muy positivas. El ensayo de esta campafia sefiald
contundentemente una respuesta positiva del genotipo semi-enano a la aplicacion de AG como
elicitor de respuestas defensivas inducibles frente a la FET. Sin embargo el incremento de la tasa
de aborto de granos fue significativo y redujo el nimero de granos por espiga.

Durante la campafia 2013-14 no se reprodujeron estos resultados. El AUDPC en el ensayo de
inoculacion PUNTUAL mostré una reduccién significativa en el tratamiento de AG y de AGX1. Esto
se vio reflejado en el porcentaje de GE que, también en el ensayo PUNTUAL, tuvo al tratamiento
AGx1 como el significativamente menos infectado. Por ultimo el PMG no mostré diferencias
significativas entre tratamientos inoculados PUNTUALMENTE. El ensayo de inoculacién por SPRAY
no mostro diferencias significativas a favor de ningun tratamiento hormonal.

Estos resultados alientan la hipdtesis de que la aplicacion exégena de Acido Giberélico podria
alterar las vias de sefializacién vinculadas a la defensa de la planta incrementando la tolerancia al
patégeno bajo determinadas condiciones ambientales. Repercutiendo tanto sobre la resistencia
de Tipo 1 como la de Tipo 2. Sin embargo, la influencia ambiental resulta el factor preponderante
sobre el nivel de respuesta a estos tratamientos y consecuentemente sobre su interaccién con la
respuesta a la FET.

Las respuestas a estos tratamientos inductores deberdn ser probadas en un nuevo ano para poder
extraer el efecto del ambiente y poder discriminar mas precisamente, a través de la comparacion
de estas mismas variables patométricas, la implicancia del genotipo frente a las aplicaciones
hormonales en situacién de inoculacion.
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