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RESUMEN

El girasol cultivado (Helianthus annuus L. var. macrocarpus) es la cuarta oleaginosa
mas importante a nivel mundial. En nuestro pais, es el segundo cultivo oleaginoso (3,1 Mt
en la campafa 21/22) con rendimientos promedios de 2,0 t ha™'. Ademas, ocupamos el
tercer puesto como exportadores de aceite y harina. Una de las enfermedades mas
importantes del cultivo es el mildiu o enanismo del girasol, cuyo agente causal
es Plasmopara halstedii. Los sintomas caracteristicos de la enfermedad van desde muerte
de plantulas, enanismo, esporulacion en hojas y produccion de flores infértiles. El empleo
de resistencia genética en las variedades de girasol es el método mas eficaz para controlar
la enfermedad. Se han identificado dos clases de resistencia segun su control genético: i)
resistencia vertical, raza especifica conferida por genes mayores, denominados P/, y ii)
resistencia horizontal, raza no-especifica y poligénica. El girasol silvestre, H. annuus, es el
antecesor del girasol cultivado. En Argentina, se ha naturalizado en la regién central
ocupando habitats heterogéneos en sus caracteristicas climaticas y en su cercania al
cultivo. Poblaciones silvestres de H. annuus han sido frecuentemente fuente valiosa de
genes de resistencia a mildiu.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta de poblaciones locales de H.
annuus frente al patégeno P. halstedii a través de la inoculacion con la raza 710. Las
plantulas se inocularon siguiendo el método de inmersion completa. El ensayo comprendio
seis poblaciones silvestres inoculadas, dos controles cultivados resistentes y susceptibles
inoculados y un control susceptible sin inocular. Luego de la induccion los individuos de
cada poblacion se caracterizaron en base a la presencia/ausencia de signos de infeccién y
el grado de esporulacion, obteniéndose tres indices de enfermedad: Incidencia, indice de
Lebeda (cuatro clases) e indice Ampliado (seis clases), este ultimo que tiene en cuenta la
proporcion de plantulas muertas. Se observaron diferencias en los promedios de dafio entre
poblaciones y entre indices. En todas las poblaciones se encontraron individuos sin signos
de enfermedad (grado 0) que se interpretan como resistentes. Las proporciones de
resistentes y susceptibles en cada poblacion sugieren que la resistencia presente en los
materiales silvestres seria de tipo horizontal o poligénica. Esto deberia ser confirmado en
cruzamientos con genotipos cultivados. Ademas se analiz6 material bibliografico de dos
fuentes diferentes que utilizan herramientas moleculares para localizar genes de
resistencia P/ en el mapa de girasol. Se refleja la importancia de los marcadores como
técnicas para asistir en la seleccion durante el mejoramiento.



INTRODUCCION

El cultivo de girasol en Argentina

Helianthus annuus var. macrocarpus, conocido como girasol domesticado, es una
planta anual, de ciclo primavero-estival, perteneciente a la Clase Dicotiledonea, Familia
Asteraceae. Esta formada por un tallo erecto, herbaceo que alcanza hasta 1,5 — 2 metros
de altura, y por un sistema radicular pivotante y profundo, el cual le permite explorar
grandes profundidades de suelo en busca de agua, hasta 3 metros, otorgandole mayor
ventaja competitiva frente a otros cultivos en condiciones de sequia. Sus hojas son
acorazonadas y la inflorescencia consta de un receptaculo en el cual se insertan dos tipos
de flores; en la periferia flores liguladas de color amarillo y estériles, y en el centro, flores
tubulares y fértiles. La fecundacion es alégama y de polinizacién entomofila, principalmente
por abejas. El fruto es un aquenio del cual se obtendra aceite (ASAGIR, 2022).

La produccion mundial de girasol en la campana 2021/2022 fue de 57,3 millones de
toneladas. Los principales paises productores son Ucrania (17,5 millones de toneladas),
Rusia (15,5 millones de toneladas) y la Union Europea (10,3 millones de toneladas).
Argentina ocupa el cuarto lugar como productor a nivel mundial, con una produccion de
4,05 millones de toneladas (Figura 1) (USDA, 2023). A comienzos de la década del 2000,
la participacion de Argentina en las exportaciones en el mercado mundial alcanzaba el
orden del 40%, a partir del cual comenzé a decrecer. Actualmente, se mantiene en el orden
del 7,4% (ASAGIR, 2023). La mayor parte de la exportacion del cultivo de girasol en nuestro
pais es como subproducto, a través de aceite o harina, colocandonos en el tercer lugar a
nivel mundial como exportadores, luego de Ucrania y Rusia (USDA, 2023). En el mercado
de este cultivo a nivel mundial, el aceite es el que contribuye a la formacién del precio, ya
que es el principal producto de la molienda del girasol. Los demas subproductos, como la
harina, se comercializan como insumos forrajeros para la produccién de carne y leche,
principalmente. La evolucion de la superficie sembrada a nivel nacional, no ha sido regular
a través de las campanfas, mostrando una tendencia negativa en las ultimas décadas. En
los ultimos 20 afios el area total disminuy6 un 15% (Figura 2). Para la camparia 2021/22 el
area ascendio a 1,8 millones de hectareas. En cuanto a la participacion de las distintas
provincias en el area sembrada, el mayor porcentaje se concentra en la provincia de
Buenos Aires (61%), seguida por Santa Fe (14%) y La Pampa (9%) (ASAGIR, 2022).



Figura 1. Semillas de girasol y productos: suministro y distribucion mundial. Miles de
toneladas (USDA, 2023).

Oilseed, Sunflowerseed
Marketing Year 2020/21 2021/22 2022/23
Production
Argentina (Mar-Feb) 3,430 4,050 4,200
Russia (Sep-Aug) 13,269 15,572 17,000
Turkey (Sep-Aug) 1,560 1,750 1,900
Ukraine (Sep-Aug) 14,100 17,500 10,100
European Union (Oct-Sep) 8,898 10,249 9,475
Other 7,943 8,202 8,625
World Total 49,200 57,323 51,300
Imports
Argentina (Mar-Feb) 0 0 0
Russia (Sep-Aug) 70 75 45
Turkey (Sep-Aug) 907 669 1,250
Ukraine (Sep-Aug) 24 21 10
European Union (Oct-Sep) 779 1,850 2,350
Other 955 1,208 1,177
World Total 2,735 3,823 4,832
Exports
Argentina (Mar-Feb) 176 156 200
Russia (Sep-Aug) 554 235 800
Turkey (Sep-Aug) 123 118 125
Ukraine (Sep-Aug) 191 1,622 1,950
European Union (Oct-Sep) 624 360 600
Other 1,232 1,397 1,170
World Total 2,900 3,888 4,845




Figura 2. Evolucién de area sembrada de girasol en Argentina, participacion por provincia.
2000/01 — 2020/21 (ASAGIR, 2022).
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En Argentina se han naturalizado en los ultimos 50 afios dos especies silvestres de
Helianthus nativas de Norteamérica, H. annuus ssp. annuus (Figura 3) y H. petiolaris,
ambas anuales, diploides y sexualmente compatibles con el girasol domesticado
(Poverene et al., 2004). El ingreso de estas especies ha sido explicado a través de
diferentes procesos, que incluyen mezclas de semillas con objetivo de forraje y la
introduccion voluntaria con objetivos de mejoramiento (Hernandez et al., 2019).
Poblaciones de H. annuus silvestre se han dispersado por la regién central de Argentina y
se han solapado significativamente con la zona de cultivo y algunas areas dedicadas a la
multiplicacién de semillas.

Estudios realizados sobre poblaciones locales de Helianthus silvestre, donde se ha
analizado su variabilidad por estudios isoenzimaticos y morfolégicos, confirman la
existencia de flujo genético entre cultivo y especies, que puede generar nuevas formas
asilvestradas o malezas y originar enjambres hibridos (Ureta et al., 2008). El flujo génico
conlleva un aspecto ambiental relacionado con la potencial liberacién de cultivares de
girasol transgénicos en Argentina, ya que representan una probable via de escape de
transgenes. Estos cruces naturales entre el girasol cultivado y ambas especies silvestres
de Helianthus ocurren frecuentemente mediante flujo de polen del cultivo a las especies

silvestres, y en menor medida, al cruzamiento reciproco o entre especies silvestres. La
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hibridacion entre H. annuus silvestre y el girasol cultivado ocurre facilmente ya que
constituyen la misma especie. A su vez, H. petiolaris también se hibrida e introgresa con el
cultivo, aunque existen ciertas barreras reproductivas que generan pocos hibridos estériles
debido a irregularidades meidticas. Sin embargo, mediante retrocruzamientos se
reestablece rapidamente la fertilidad en las siguientes generaciones (Poverene et al.,
2004). En varias localidades se han encontrado formas intermedias entre plantas silvestres
tipicas. El flujo genético representa un problema ya que puede originar malezas de dificil
control.

Las especies silvestres fueron propagandose y adaptandose a diferentes habitats
incluyendo ambientes semiaridos y suelos arenosos y continuan expandiéndose en el pais.
Esta capacidad de invadir nuevas areas podria deberse en parte a su diversidad genética
incluyendo resistencia a factores biéticos y abiéticos (Poverene et al., 2004).

Por otro lado, el germoplasma silvestre ha sido fuente de rasgos de interés
agronomico que pudieron ser transferidos al girasol mediante cruzamientos
convencionales tales como androesterilidad, resistencia a patogenos y a herbicidas. Un
ejemplo de esto ultimo es la tecnologia Clearfield, un rasgo no transgénico en girasol que
permite un mayor control de malezas tanto gramineas como latifoliadas en el cultivo a
través de la utilizacion de herbicidas del grupo de las imidazolinonas (IMI). Estos inhiben
la actividad enzimatica de la acetohidroxiacido sintasa (AHAS) o conocida también como
acetolactato sintasa (ALS), la cual interviene en la sintesis de tres aminoacidos esenciales.
El descubrimiento de individuos con alelos mutantes naturales o inducidos del locus ALS
ha permitido el desarrollo y la comercializacién de girasoles con esta tecnologia,

permitiendo un excelente control de malezas en el cultivo de girasol (Sala et al., 2012).



Figura 3. H. annuus ssp. annuus — Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina (Catedra de
Produccion Vegetal Extensiva, A. Presotto).

Mildiu en girasol

Una de las enfermedades mas importantes y perjudiciales del cultivo de girasol es
el mildiu o enanismo, cuyo agente causal es Plasmopara halstedii (Delmotte et al., 2008).
Este patdgeno es originario de Ameérica del Norte, donde el girasol silvestre, H. annuus, es
nativo. Se registrd por primera vez sobre girasoles cultivados en Indiana, lowa y Minnesota
a principios de la década de 1920 (Young y Morris, 1927) y se propagd rapidamente en
cultivos de variedades de girasol de polinizacion abierta, provocando brotes graves y
declarandolo patdgeno de cuarentena en la Union Europea (Delmotte et al., 2008).

Los sintomas dependen de la etapa de desarrollo en la que la planta se infecte, y se
clasifican en dos categorias. En la infeccion sistémica o primaria, el patdgeno ingresa por
el sistema radicular de las plantas a través de zoosporas liberadas a principios de
primavera, a partir de zoosporangios derivados de oosporas (Gascuel et al., 2015),
provocando generalmente damping-off o muerte de las plantulas (Gulya et al., 2019). Si las
plantulas sobreviven, se puede observar enanismo (Figura 4), clorosis asociada a las venas
de las hojas (Figura 5) y esporulacion (Figura 6). Esto resulta en importantes pérdidas de
rendimiento como consecuencia de la produccion de flores infértiles y reduccién del tamano
de capitulo. Una caracteristica tipica de esta enfermedad, es que cuando las plantas
alcanzan la madurez, los capitulos quedan orientados hacia arriba (Figura 7). El enanismo



de las plantas ha sido explicado como una alteracion hormonal o de la absorcion de

nutrientes, aunque el mecanismo no se conoce con certeza (Gascuel et al., 2015).

Figura 4. Enanismo en plantas afectadas por mildiu (Gulya et al., 2019).




Figura 6. Esporulacion en envés de hoja (INTA Balcarce, 2017).

Periodos prolongados de alta humedad y temperaturas frescas (<18°C) favorecen
el desarrollo de zoosporangios, el cual se manifestara como un denso crecimiento
algodonoso blanco en el envés de las hojas (esporulacién) (Gulya et al., 2019). Los mayores
dafos de esta enfermedad ocurren en infecciones tempranas, entre pre-emergencia y seis
hojas verdaderas, observandose mayormente en forma de parches, con pérdidas de hasta
el 100%.

Por otro lado, pueden producirse infecciones secundarias cuando zoosporangios de
hojas infectadas son transportadas por el viento a otras hojas u otras plantas, pero estas
lesiones no causan pérdidas muy importantes en el rendimiento (Gulya et al., 2019), aunque
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favorecen la dispersion de la enfermedad entre plantas, lo que se convierte en un grave
problema en lotes de produccién de semilla.

Plasmopara halstedii es de naturaleza homotalica, y puede reproducirse en forma
sexual y asexual. La fase sexual es a través de la formacion de oosporas, solo hay una
generacion de esta fase en el ciclo del cultivo y es necesaria para producir propagulos
invernantes. Las generaciones asexuales dan lugar a la formacion de zoosporas, las cuales
se producen durante la temporada de crecimiento, de primavera a otofio (Gascuel et al.,
2015). El papel de las oosporas se subestimo durante mucho tiempo debido a su naturaleza
confusa y su bajo numero en comparacién con la alta produccion de zoosporangios en las
hojas, pero hoy se sabe que son el elemento clave para la persistencia en el suelo y para
la dispersion a larga distancia a través de semillas contaminadas. La falta de control en
relacion a la contaminacion con oosporas es una de las principales causas de la distribucion
mundial del patégeno en el siglo XX (Spring et al., 2019).

Las fuentes de inéculo comprenden: el suelo infectado con oosporas, restos de
cultivos afectados de afios anteriores y semillas portadoras de oosporas. Estas oosporas
pueden sobrevivir en el suelo entre 8 a 10 afios y sirven como inoculo primario para
plantulas jévenes. Con suelos frios y humedos, o cuando se producen lluvias intensas o
encharcamientos, las oosporas germinan y forman zoosporangios, liberando zoosporas
moviles asexuadas que se desplazan a distancias cortas hasta alcanzar las raices o el
hipocétilo de las plantas. En hibridos muy susceptibles, una vez que penetran e invaden la
plantula, pueden causar muerte en pre-emergencia (FAUBA, 2023). Por lo tanto, la
humedad y la temperatura son los factores ambientales mas importantes que afectan la
infeccion y la diseminacion. Temperaturas por debajo de los 16°C, humedad relativa (70%)
y lluvias acumuladas en estadios tempranos son factores ambientales predisponentes.

Las pérdidas de rendimiento por mildiu de girasol dependen de numerosos factores,
entre los cuales podemos incluir incidencia (porcentaje de plantas infectadas en el campo)
y distribucion del patégeno, factores climaticos, momento de infeccién segun el estadio
fenolégico del cultivo, susceptibilidad del hibrido sembrado, las razas predominantes en la
region de produccion, la cantidad (densidad) de indculo presente, nivel de agua en el suelo,

edad de la planta en el momento de la infeccion y condiciones ambientales.
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Manejo, razas y formas de resistencia

Un manejo integrado de la enfermedad requiere el uso de hibridos resistentes y
semillas sanas. Al momento de realizar intercambio de semillas, es importante llevar
adelante una cuarentena estricta para impedir la propagacion a larga distancia de P.
halstedii, aunque la deteccion fiable a escala de lote es muy dificil. Realizar pruebas
tradicionales de germinacion de semillas y observar si las plantas presentan sintomas de
infeccion luego de 3-4 semanas hoy en dia no es viable por la frecuencia y el volumen de
semilla comercializada internacionalmente, por esta razén es muy importante realizar
tratamiento a las semillas con fungicidas, previo a la siembra, para prevenir la infeccion
primaria durante los primeros estadios vegetativos ya que es el periodo de mayor
susceptibilidad (Spring et al., 2019). Ademas, se debe evitar siembras con temperaturas
frias, controlar girasoles silvestres y hospedantes del patégeno y evitar lotes con historia de
la enfermedad. Se debe tener en cuenta que las rotaciones tienen un efecto minimo en el
manejo del mildiu, ya que como se menciond las oosporas pueden sobrevivir en el suelo
hasta 10 afios, haciendo que esta practica no sea viable. La enfermedad es
extremadamente dificil de erradicar una vez que se establece en un area.

Aunque existen hibridos de girasol resistentes al mildiu, periédicamente surgen
nuevos patotipos o razas de P. halstedii (FAUBA, 2023) con diferentes grados de virulencia.
Hasta el 2018, a nivel mundial se ha confirmado la existencia de al menos 45 razas.

El método mas eficaz para controlar la enfermedad es la introgresion de genes
mayores dominantes de resistencia, denominados genes PI, en los hibridos de girasol
(Martinez, 2022). Estos genes proporcionan una amplia variacion de resistencia raza-
especifica al mildiu (Tourvieille de Labrouhe et al., 2008). Sin embargo, el uso de estos
genes generalmente resulta en la pérdida de resistencia en un periodo de tiempo
relativamente corto debido a la coevolucién del huésped y el patégeno, resultando en la
aparicion de nuevas razas que poseen los genes de virulencia correspondientes. Por lo
tanto, el descubrimiento de nuevas fuentes de resistencia y la combinacion de diferentes
genes Pl representan estrategias de manejo mas sostenibles en el tiempo (Qi et al., 2015).

Para conocer la raza de un aislamiento de mildiu, es necesario inocular con el
patégeno un conjunto de lineas endocriadas de girasol que poseen diferentes genes de
resistencia (genes Pl,), y evaluar la respuesta de resistencia o susceptibilidad de esas
lineas frente a la cepa. Al principio (~1980), identificar con nomenclatura las razas que
causaban el mildiu en girasol era sencillo, ya que solo se conocian pocas razas. Pero luego

de 20 afios, habia un alto nimero de razas identificadas, pero se carecia de una
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nomenclatura universalmente aceptada (Gulya et al., 1991). Actualmente, el sistema mas
utilizado es el que surge en el afo 2000, basado en la utilizacion de nueve lineas
diferenciales agrupadas en tres grupos; cada uno de los grupos define un digito de un
codigo final de tres numeros que designa cada raza. Ante la rapida aparicién de nuevas
razas a nivel global, se propuso ampliar el set de lineas diferenciales de nueve a quince,
que generan un codigo de cinco digitos, aunque la nomenclatura mas difundida continta
siendo de tres digitos (Martinez, 2022).

El primer registro de P. halstedii en Argentina fue en el afio 1959. Hasta 1998, las
razas predominantes en nuestro pais eran 300 y 330, y la mayoria de los hibridos de girasol
sembrados eran resistentes portadores del gen Pl2. La incidencia del mildiu del girasol se
mantenia baja, pero ese afio aparecieron nuevas razas (710, 730 y 770) que superaron la
resistencia. Los dafios en los lotes de produccion llegaron a ser superiores al 80%, con
girasoles severamente afectados. Estas nuevas variantes, ademas, producian inoculo
secundario con gran eficiencia, de manera que una sola planta podia enfermar a 100
plantas mas. Para esto, se incorporaron una amplia variedad de genes de lineas publicas
de Argentina y Estados Unidos (Pls, Pls, Plz, Pls, Plis, Pli7, Plig y Plag). LOos genes de
resistencia vertical Pls, Pl7, y Plgy Plag se identificaron en el afio 2008, los cuales provenian
de H. annuus silvestre, H. praecox y H. argophyllus, y resultaban efectivos contra todas las
razas del patégeno presentes en Argentina. Por otro lado, las razas 710, 730 y 770
mostraron cepas tolerantes al tratamiento de semillas con Metalaxyl en diferentes zonas de
produccién de girasol. En 2013, se observé mildiu en hibridos que contenian el gen Plss, lo
que indico la presencia de una nueva raza de P. halstedii (Martinez, 2022). Hasta el
momento en Argentina se han confirmado las razas 300, 330, 710, 713, 730 y 770 (Viranyi
et al., 2015, Spring 2019, Bazzalo et al., 2016) (Figura 8).
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Figura 8. Distribucién de las razas de P. halstedii en el mundo (Spring 2019;
Martinez, 2022).
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En cuanto a la distribucién, se ha identificado la presencia de mildiu en tres regiones
productoras de girasol de Argentina. Las razas 710, 730 y 770 fueron identificadas en el
norte de Santa Fe y Sur de la provincia de Buenos aires, con la mayor cantidad de casos
para las campanas 2012 y 2015. Ademas, se detectd la presencia de la raza 713 en
cercanias a la ciudad de Santa Fe, quebrando la resistencia a los genes Pliz y Pl
Argentina muestra un mayor crecimiento de variantes patogenas de P. halstedii que la
histéricamente observada. La ruptura del gen Pl;s (Rojas et al. 2019) aumenta los riesgos
de que la enfermedad continue expandiéndose por el Sur de la provincia de Buenos aires.
Los genes Pls y Plg introgresados en hibridos argentinos parecian ser eficaces para
controlar mildiu, aunque en Francia (Delmotte et al., 2012), Estados Unidos (Gilley et al.,
2016) y Republica Checa (Trojanova et al., 2017) fueron superados. En nuestro pais, la
caracterizacion de in6culos de Avellaneda y Colonia Duran de Santa Fe puso en evidencia
un quiebre del Pls que hasta 2020 conferia resistencia. De esta manera, se confirma la
existencia de una nueva raza 777730 en el pais que podria tratarse de una Unica raza o
bien una mezcla de dos o mas razas (Martinez, 2022).

Ademas de la resistencia conferida por los genes P, se han identificado otras formas
de resistencia. La resistencia cuantitativa surge a partir de la busqueda de una resistencia
mas durable. También es conocida como resistencia horizontal o poligénica, ya que esta
gobernada por varios genes, en donde cada gen aporta una porcién a la resistencia total.
Por ejemplo, el girasol presenta resistencia poligénica a Sclerotinia sclerotiorum, Diaporthe

14



helianthi y Phoma macdonadlii (Vear et al., 2008). En especies cultivadas, la resistencia se
considera duradera cuando es cuantitativa y no especifica de la raza, y transitoria o efimera
cuando es completa y especifica. La utilizacion de genes mayores ha mostrado éxito a la
resistencia al mildiu, pero conducen a la aparicién de razas mas agresivas a corto plazo.
Los cambios en la virulencia en aislados de P. halstedii en Francia fueron atribuidos al uso
de los mismos genes en la mayoria de los hibridos de girasol. Se demostré que la
resistencia cuantitativa, de manera aislada, no garantiza la proteccién suficiente al cultivo
de girasol, pero una combinacion de resistencias podra aumentar la duracion del control de
P. halstedii. La utilizacion de estas dos resistencias juntas se basa en que la resistencia
cuantitativa reduce la propagacién y la aparicion de nuevas razas. La resistencia no
especifica proporciona una nueva herramienta para el control duradero del mildiu
(Tourvieille de Labrouhe, 2008). Para hacer posible la mejora genética con un alto nivel de
resistencia cuantitativa en genotipos que también portan genes P/, es importante disponer
de marcadores genéticos estrechamente ligados a loci de rasgos cuantitativos (QTL)

implicados en la resistencia cuantitativa (Vear et al., 2008).

Herramientas moleculares

Uno de los principales objetivos de la biotecnologia agricola es obtener genotipos
resistentes a enfermedades, para los cuales la seleccidon asistida por marcadores es de
gran utilidad. Un marcador molecular es una secuencia de ADN que permite evidenciar la
constitucion fisica del genoma bajo estudio, en este caso el girasol, funcionando como
sefialador de diferentes regiones del mismo, pudiendo o no corresponder a un gen.
Mediante el uso de un marcador molecular se puede seguir una caracteristica agronémica
(fenotipica) sin que esta se manifieste (Lombardo et al., 2014) El uso de marcadores
moleculares permite la evaluacion del material de seleccién en las primeras etapas del
desarrollo de la planta. Esto puede disminuir la cantidad de trabajos de campo (Usatov et
al., 2014).
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HIPOTESIS

Considerando que las poblaciones de Helianthus annuus presentes en Argentina tienen alta

diversidad genética, estas podrian contener genes determinantes de resistencia a mildiu.

OBJETIVOS

o Evaluar seis poblaciones de Helianthus annuus colectadas en Argentina, en su
comportamiento frente a mildiu, inoculadas con la raza 710.

e Caracterizar los individuos silvestres en base a indices de enfermedad.

o Analizar el uso de herramientas moleculares para localizar genes de resistencia P/

en dos citas bibliograficas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El germoplasma silvestre de girasol estuvo representado por 6 poblaciones de
Helianthus annuus naturalizadas en diferentes habitats de Argentina (Figura 9)
(Cantamutto et al., 2010). Se partié de 200 semillas de cada poblacion, las cuales fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 20% durante 10 minutos. Luego, para favorecer
la ruptura de la dormicién primaria, las semillas se colocaron dentro de cajas de Petri con

papel humedo (Figura 10), a una temperatura de 4°C durante 7 dias.

Figura 9. Localizacion de las seis poblaciones de H. annuus naturalizadas en Argentina.

Poblacion Localidad Provincia Latitud (°) Longitud (°)
AAL Adolfo Alsina Buenos Aires -37,2 -62,6
BAR Colonia Baron La Pampa -36,2 -63,9
BRW Barrow Buenos Aires -38,2 -60,1
DIA Diamante Entre Rios -32,0 -60,4
LMA Las Malvinas Mendoza -34,5 -68,2
RCU Rio Cuarto Cordoba -33,1 -64,2

Figura 10. Semillas colocadas en cajas de Petri para favorecer la ruptura de la dormicion.
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Inoculacion

Una vez emergida la radicula, con un largo de 1,5-2 cm y la presencia de pelos
radicales, se llevé a cabo la inoculacion de las semillas con una solucién de esporangios
frescos de P. halstedii. Para determinar la concentracion de inoculo se utilizé una camara
Neubauer y microscopio 6ptico 10X; la concentracién seleccionada fue 45.000 esporangios
ml™'. El método utilizado fue el de inmersion de plantula completa (WSJ/) descripto por Gulya
et al., 1991 (Figura 11). El aislamiento correspondi6 a la raza 710, colectada en Balcarce,
Buenos Aires, en un lote de girasol cultivado.

Como control de inoculacion se incluyeron 2 lineas; una susceptible a la raza 710
(HA89) y una resistente (RHA419) (Miller et al., 2002). Ademas, se incluyé un control
negativo (sin inocular). Para este ultimo se tomaron semillas de la linea susceptible
utilizando los mismos procedimientos que el resto de los controles, pero reemplazando la
solucion de indculo por agua. Para realizar una unica inoculacién con todas las plantas en
un mismo estadio fenolégico, se suspendié el crecimiento de aquellas plantulas que
presentaban pelos radicales en la radicula conservandolas a una temperatura de 4°C,
hasta obtener el nUmero requerido de plantulas.

Se utilizé un disefio de 4 bloques, cada uno representado por una bandeja
plantinera con pocillos individuales. Los controles sin inocular se sembraron en una
bandeja por separado. En cada bloque, se sembraron 20 semillas por poblacion y controles
inoculados, distribuidas en dos lineas en forma aleatoria, cada linea representada por 10
semillas sembradas consecutivamente (Figura 12 y 13). El nimero de semillas evaluado,
tanto en el genotipo control como en cada poblacion, fue 80 unidades. Las plantulas
crecieron a 22°C hasta que las primeras hojas verdaderas estuvieran expandidas. El
sustrato empleado fue mezcla 50:50 de perlita y turba, el cual fue autoclavado (1 atmosfera,

40 minutos) previo a su utilizacion.
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Figura 11. Método de inmersién de plantula completa para llevar a cabo la inoculacion.

Figura 12. Bandeja de siembra con poblaciones de H. annuus, inoculadas e

identificadas cada una con su respectiva nomenclatura.
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Figura 13. Bandeja de siembra inoculada con linea susceptible (S) y linea

resistente (R).

Evaluacion de la enfermedad en la parte aérea

Transcurridos 12 dias luego de la inoculacién, con el objetivo de inducir la aparicion
de fructificaciones o esporulacién de P. halstedii, se rociaron las plantulas con agua
destilada y luego se cubrieron las bandejas con bolsas plasticas para alcanzar 100% de
humedad relativa. Las bandejas cubiertas se mantuvieron en camara de cultivo 17°C
durante 48 horas y oscuridad. Luego se retiraron las bolsas y se realizé una evaluacion de
la Incidencia de la enfermedad. Para calcular ésta, se contabilizaron el nUmero de plantas
enfermas, es decir, que presentaban esporulacién en las hojas; y se dividié dicho numero
por la cantidad de plantulas emergidas. Dicho valor se expresé como porcentaje (%).

Ademas, se cuantifico la enfermedad con el indice de Lebeda (Lebeda 1986), el
cual toma en cuenta las plantulas que presentan esporulacion en la parte aérea. Este indice

comprende cuatro grados, definidos de la siguiente manera:

Figura 14. indice de Lebeda.

Grado Descripcion
0 Sin signos
1 Esporulacion dispersa en uno o ambos cotiledones
2 <50% de cotiledones cubiertos por esporangios
3 >50% de cotiledones cubiertos por esporangios
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Al momento de analizar los dafos en las plantulas, se observaron sintomas que no
eran considerados en el indice de Lebeda, por lo que se utilizd un segundo indice,
denominado indice Ampliado, que tenia en cuenta dos sintomas adicionales: 0,5 (lesiones
necréticas y/o amarillamiento en cotiledones) y 4 (individuos muertos). Ambos indices

tomaron valores de 1 al 100 y se calcularon a partir de la siguiente expresién:

k . .
Zl xl * Wl % 100

Indices (Lebeda y Ampliado) = S D)
x; * max (w

i
Xi: numero de plantas en la j categoria.
w;: grado de la i categoria.

i: vade 1 a k, donde k es el numero de categorias de infeccion.

Ademas, se estudié la composicion de proporciones de estas categorias en las poblaciones

silvestres y en los controles.

Anélisis estadistico

Para cada una de las tres variables (Incidencia, indice de Lebeda e indice Ampliado)
las comparaciones entre las medias de las poblaciones silvestres y controles cultivados se
realizaron mediante un analisis de la varianza (ANAVA) y un test de comparaciones de
medias de a pares de Fisher (P=0,05). El disefio fue de bloques completos, es decir, que
todas las poblaciones estaban representadas en cada bloque, con dos replicas por bloque.
Cada replica consiste en el valor obtenido a partir de 10 plantulas de cada poblacién. Se
incluyeron un total de 4 bloques (bandejas) y 8 genotipos (6 poblaciones silvestres, un

control resistente y uno susceptible).
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RESULTADOS

Evaluacion de la enfermedad en parte aérea a partir de indices de dafio

a) Incidencia

Con respecto a las poblaciones silvestres, los valores mas bajos de Incidencia
se encontraron en la poblacion LMA, con un porcentaje del 36,3%, la cual se diferencio
estadisticamente del resto de las poblaciones. Por el contrario, BRW manifesto el valor
mas alto, con 82,2%. Seguidamente, la poblacion BAR mostré el valor de 70,8%, que si
bien fueron menores a BRW, no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre ellas. Las restantes poblaciones (AAL, DIA y RCU) mostraron valores intermedios
entre LMA y BRW, sin diferencias estadisticas entre ellas.

Con respecto a los controles, el control susceptible (Control S) mostré una
Incidencia del 100,0%, y el control resistente (Control R) del 12,5%, ambos
diferenciandose estadisticamente del resto de los materiales silvestres.

La poblacion BRW fue la que manifesté mayor susceptibilidad a la enfermedad,

y LMA mostré mayor resistencia (Figura 15).
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Figura 15. Valores promedio de Incidencia de los materiales silvestres (AAL,
BAR, BRW, DIA, LMA, RCU), genotipo susceptible (control R) y genotipo
resistente (control S). Las diferentes letras ordenan a los materiales segun

diferencias estadisticas significativas (Fisher 5%).
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b) indice de Lebeda

En referencia a las poblaciones silvestres, BRW se diferencié del resto de los
materiales con el mayor valor de indice (44,2). Los genotipos AAL y BAR no se
diferenciaron estadisticamente, y no mostraron diferencias significativas con DIAy RCU.
Estas cuatro ultimos genotipos presentaron valores intermedios entre BRW y LMA, este
ultimo con los valores mas bajos entre las poblaciones. En los valores extremos, se
ubicaron los controles con diferencias estadisticamente significativas.

La poblacion BRW fue la que manifesté mayor susceptibilidad a la enfermedad,

y LMA mostré mayor resistencia (Grafico 16).
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Figura 16. Valores promedio de indice de Lebeda de los materiales silvestres
(AAL, BAR, BRW, DIA, LMA, RCU), genotipo susceptible (control R) y genotipo
resistente (control S). Las diferentes letras ordenan a los materiales segun

diferencias estadisticas significativas (Fisher 5%).
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c) indice Ampliado
Para dicho indice, el valor mas alto de enfermedad se observé en el material
LMA, el cual supero al control susceptible. Sin embargo, este ultimo no tuvo diferencias
estadisticas con LMA y tampoco con AAL. A su vez, la poblacion DIA no mostro
diferencias estadisticas significativas con Control S, LMA y AAL. Los genotipos BAR y
RCU presentaron valores intermedios sin diferencias estadisticas entre ellos, y la
poblacion BRW obtuvo el valor mas bajo de todas las poblaciones (41,7), aunque no

presento diferencias significativas con RCU y BAR.
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El control resistente obtuvo el valor mas bajo del indice Ampliado,
diferenciandose del resto de las poblaciones y del control susceptible. A diferencia de
los valores de Incidencia e indice Ampliado, la poblacién BRW fue la que manifestd

mayor resistencia a la enfermedad, y LMA mostré mayor susceptibilidad (Figura 17).

Figura 17. Valores promedio de indice Ampliado de los materiales silvestres
(AAL, BAR, BRW, DIA, LMA, RCU), genotipo susceptible (control R) y genotipo
resistente (control S). Las diferentes letras ordenan a los materiales segun

diferencias estadisticas significativas (Fisher 5%).
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Proporciones acumuladas
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La figura 18 muestra la proporcion de plantulas en los distintos grados (0,
0.5, 1, 2, 3 y 4) para cada poblacion. En el control susceptible mas del 75% de las
plantulas mostraron signos tipo 3 (Figura 19), es decir, con mas del 50% de los
cotiledones cubiertos por esporangios. Las plantulas restantes fueron la mayoria
clasificadas como grado 2 (Figura 20). Ademas, no hubo ninguna plantula muerta
(grado 4). Por otro lado, el Control resistente mostré mas del 75% de plantulas sin
ningun signo (Figura 21), y la restante proporcion con grado 1 (Figura 22).

Por otro lado, en todas las poblaciones se observaron las 6 escalas de dafo
descriptas anteriormente. El genotipo LMA presentd mas del 50% de plantulas
muertas (grado 4) (Figura 23), siendo el material mas afectado con este sintoma.
Por debajo se ubicd AAL y DIA. Contrariamente, BRW fue la poblaciéon con menor
cantidad de plantulas muertas, y con mayor cantidad de plantulas sin signos. Todas
las poblaciones mostraron mas del 30% de plantulas con grado 0,5, 1y 2 (Figura
24,22y 20).

Figura 18. Proporciones acumuladas de plantulas para cada grado de infeccion (0

a 4) para los controles susceptible (Control S), resistente (Control R) y las
poblaciones de girasol silvestre (BRW, BAR, RCU, AAL, DIA, LMA).
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Figura 19. Plantula grado 3 (mas del 50% del cotileddn cubierto por

zoosporangios).

Figura 20. Plantula grado 2 (menos del 50% del cotileddn cubierto por
esporulacion localizada).
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Figura 22. Plantula grado 1 (presencia de zoosporangios dispersos en uno o

ambos cotiledones).

Figura 23. Plantulas grado 4 (muerte de plantula, con o sin esporulacion
aérea).
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Marcadores moleculares

En base a dos publicaciones en revistas internacionales se interpreto la utilidad de
los marcadores moleculares asociados a genes de resistencia.

Un ejemplo es el gen Ply7, el cual fue mapeado genéticamente en el grupo de
ligamiento (LG) 4 del genoma del girasol (Qi et al., 2015). Esté demostro ser eficaz contra
todas las razas virulentas de P. halstedii identificadas en ese momento en Estados Unidos.
Su localizacion en el LG 4 indica que se trata de un Pl nuevo, diferente de los 12
previamente mapeados en LG 1, LG 8 y LG 13. Para identificar marcadores moleculares
vinculados a Pli7 se utilizaron iniciadores para secuencias simples repetidas (SSR) y de
polimorfismo de nucledétido unico (SNP). Dos de los marcadores SSR utilizados tanto en
lineas parentales como en F2 mostraron un patron polimérfico entre individuos S
(susceptibles) e individuos R (resistentes) considerandose potencialmente ligados al gen
de resistencia (Figura 25). Ademas se localizaron dos marcadores SNP flanqueando a Pl;7.
Los marcadores SNP se validaron en 231 progenies de retro-cruza donde se observaron
dos individuos recombinantes. Los marcadores SSR y SNP mas cercanos al Pl;7 delimitaron

una region de aproximadamente 3 centiMorgan.

Figura 25. Analisis de segregantes de los marcadores SSR ORS1197 (a) y ORS963
(b). Las diez plantas F2 homocigoticas susceptibles procedian del grupo (bulk) S, y
las diez plantas F2 homocigoticas resistentes procedian del grupo (bulk) R (Qi et al.,
2015).
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La utilizacion de marcadores moleculares también permitid hallar el gen de
resistencia Plyy, en el afio 2016, cuando se encontré que la accesion silvestre Pl 435414 de
H. annuus mostraba resistencia al mildiu, particularmente a la raza 734 (Zhang, 2016). El
gen Pl fue mapeado en el LG 4 del genoma del girasol y se identificaron marcadores SSR
y SNP asociados. Los resultados indicaron que Pl es diferente de Pl;z, mapeado
previamente en LG 4, pero que estaban estrechamente vinculados. Este gen resulto muy
eficaz contra las razas mas predominantes y agresivas de P. halstedii identificadas en

Norteamérica y fue el primer gen de resistencia a mildiu que se transfiri al girasol confitero.
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DISCUSION

Comparando los tres indices utilizados, se observd que los resultados para
Incidencia e indice de Lebada coincidieron en que BRW fue la poblacién que mostré mayor
susceptibilidad a la raza 710, y por otro lado, LMA fue la poblacién mas resistente. Pero, al
comparar los resultados con el indice Ampliado, se observé lo opuesto, donde el genotipo
BRW manifestd la resistencia mas alta de todas los materiales y LMA la mayor
susceptibilidad. Esto se puede explicar porque en el indice Ampliado se tuvieron en cuenta
mayor cantidad de grados fenotipicos, en el cual se incluian plantulas muertas, marcando
la diferencia principalmente en las poblaciones nombradas (LMA y BRW). Como en el
control negativo (sin inocular) no hubo muerte de plantulas, se concluyé que la infeccion del
patégeno fue la causa de la muerte de las mismas. Por otro lado no se observé muerte de
plantas en los controles cultivados inoculados, indicando que ese efecto es particular de las
poblaciones silvestres.

También se observaron respuestas variadas dentro de una misma poblacion, asi
como entre las poblaciones, la cual puede sugerir variaciones en el material genético. Todas
las poblaciones mostraron, en diferentes proporciones, todos los grados de infeccién. Las
poblaciones RCU, BRW y BAR fueron las que manifestaron mayor cantidad de plantulas
con grado de dafios 0, 0,5 y 1 y bajas proporciones de plantulas muertas. Los individuos
grado 0 de estas poblaciones podrian ser seleccionados en planes de mejoramiento
geneético, basandose en que portarian genes que otorgan resistencia a la raza 710 de P.
halstedii. Cabe aclarar que individuos con esporulacion dispersa (grado 1) pueden ser
considerados como resistentes, ya que es un signo comun en lineas endocriadas con
resistencia a mildiu (Martinez, 2022). Ademas, en el control susceptible las proporciones
acumuladas fueron mayormente plantulas con grado de dafio 3, donde si se las compara
con las poblaciones silvestres, estas ultimas presentan, la mayoria, menores indices de
enfermedad. Esto podria indicar que las poblaciones silvestres presentan algun grado de
resistencia genética.

La resistencia controlada por genes mayores proporciona una proteccion completa
y especifica de raza (Tourvieille de Labrouhe, 2008). Para que una poblacion se considere
una fuente potencial de genes PI, el valor umbral de inmunidad debe ser menor al 10% de
plantas susceptibles. Por lo tanto, en este estudio, la presencia de genes mayores Pl no
parece una explicacion probable para las diferentes proporciones de plantulas en cada
poblacion. Una explicacion posible seria a través de la resistencia cuantitativa, la cual suele

ser el resultado de la segregacion de alelos en varios loci, originando distintos efectos en
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las respuestas de la resistencia al patdgeno lo que explicaria los diferentes niveles de la
enfermedad en cada poblacion (Pilet-Nayel et al., 2017).

El manejo sostenible de la enfermedad debe basarse en la reduccién de la presién
de seleccion sobre el patbgeno mediante la combinacion de practicas como la introgresién
simultanea de varios tipos o clases de resistencia, el uso de principios activos alternativos
para el tratamiento de semillas, rotaciones de al menos 4 afios y evitar la siembra temprana

y el intercambio de semillas contaminadas.
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CONCLUSIONES

Todas las poblaciones de Helianthuus annuus mostraron una proporcion de
individuos con resistencia a la raza 710 de P. halstedii.

Se encontraron diferencias entre las respuestas de las diferentes poblaciones.

La distribucion de niveles de enfermedad en cada poblacion sugiere la presencia de
resistencia de tipo cuantitativa o poligénica.

Los individuos que no presentaron ningun sintoma (grado 0) se podrian utilizar en
cruzamientos para obtener genotipos resistentes a P. halstedii.

Se encuentran disponibles marcadores moleculares utiles para seleccion aunque la

busqueda y el mapeo de nuevos genes es permanente.
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