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Resumen introductorio

Hoy en dia el rendimiento medio de las principales cosechas representa
menos de un 22% de su rendimiento récord, es decir, que se podria llegar a
tener en condiciones éptimas. La diferencia se debe sobre todo a factores
ambientales adversos y a los efectos de enfermedades y plagas que ademas
reducen la calidad de las cosechas. La lucha frente a las enfermedades no
puede o no debe basarse en el uso intensivo de agroquimica que tiene un gran
impacto ambiental negativo y que amenazan tanto al medio ambiente como
al consumidor. De ahi que hoy en dia, se promueva una agricultura limpia y
sostenible. En este sentido el uso de variedades resistentes tiene una especial
importancia en mayor rendimiento, calidad y sostenibilidad. En este proyecto
se van a transmitir las principales técnicas para la identificacidon de resistencia
al oidio, un hongo fitopatdégeno que causa importantes pérdidas econdmicas.
No solo nos centraremos en la identificacion de resistencia, sino que
explicaremos cdmo los diferentes mecanismos no son igualmente deseables
para lograr plantas con resistencia durable lo que es esencial en el marco de
una agricultura sostenible.

Distintas variedades de cebada (Riso R, Pallas, y PO1), una vez crecidas en
respectivas macetas, se inocularon con oidio. Utilizando una torre de
inoculacidon de plastico y una pistola de aire a presidon; en el microscopio se
identificaron las conidias y las estructuras de infeccion del hongo.
Posteriormente se realizaron tinciones especificas para las estructuras del
hongo, lo que permitié la identificacion al microscopio de los diferentes
mecanismos de resistencia. Se tomaron datos de germinacion y de diferentes
estadios de infeccion del hongo lo que permite deducir los mecanismos de
resistencia (papilas, hifas y HR). Los datos demuestran que los genotipos Riso
R y P01 son mads resistentes, presentando Riso R una resistencia a la
penetracion celulary PO1 resistencia hipersensible, mientras que las Pallas son
susceptibles a la infeccidn por el oidio.

Palabras claves: oidio, resistencia, sostenibilidad, cebada
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1. Introduccion

Las plantas presentan mecanismos de resistencia para defenderse de los patdgenos, sin
embargo, todos no son igualmente eficaces. Algunos son mas faciles de manejar a la hora
de mejorar una variedad, otros pueden ser mas duraderos en el campo etc.

Las plantas resistentes se pueden identificar siguiendo la aparicion de sintomas tras la
inoculacién, pero mediante técnicas microscdpicas se pueden determinar el tipo de
mecanismo que hace posible la resistencia lo que es muy importante sobre todo para
mejorar las variedades para que la resistencia sea mas duradera.

2. Objetivos y planificacion de la investigacion

En este proyecto tenemos como objetivo fundamental caracterizar la resistencia de 3
variedades de cebada a un hongo fitopatdgeno, el oidio, tanto visualmente como
microscopicamente, para poder determinar los mecanismos defensivos que operan en
cada una de ellas y por tanto seleccionar las que serian mejores para usar en mejora por
tener una resistencia mas duradera.

Esta investigacion se ha realizado en cuatro sesiones presenciales en el IAS CSIC de
Cérdoba y sesiones on-line para la elaboracidn de los documentos.

e 12 Sesion.

Comprension del objetivo general del proyecto y siembra de plantas. Tras una
breve explicacion, se sembraron las semillas de los diferentes genotipos, se recolectaron
las hojas en las que el hongo oidio estaba esporulando, y se procedio a la inoculacion la 1¢
hoja. Posteriomente, se realizé el conteo esporas/mmz2 y se determind la viabilidad de las
esporas. Finalmente, se incubaron y se recogid un pequeiio trozo para su observacion
microscopica.

® 23Sesidn

Evaluacién macroscopica y microscépica de la hoja. Se evaluaron los sintomas
visibles de la infeccidn. Tras ello, se prepararon las muestras para su observacién al
microscopio eliminando su clorofila y tifiéndolas. Tras el montaje de las preparaciones con
las muestras, se reconocieron las estructuras de infeccion del oidio y los mecanismos de
resistencia generados por las plantas.

e 32Sesidn

Analisis de los datos e interpretacion de los resultados. Se introdujeron los datos
en una pagina de Excel y se hicieron las graficas con la comparativa entre los diferentes
genotipos. Se realizé la media de los datos obtenidos y se analizaron estadisticamente
mediante el calculo del error estdndar. Posteriormente, se discutid cudles eran los
genotipos de mayor interés y por qué.

® 42sesion
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Preparacidon de los documentos de investigacion. Se trabajaron los documentos en
forma plantilla en carpetas compartidas online. De esta manera todo el grupo trabaja en el
desarrollo y van siguiendo las indicaciones de las investigadoras y de la tutora IES
coordinadora.

a) Preparacion de un resumen/abstract

b) Preparacion de una memoria de investigacion

c) Preparacién de un péster/panel

d) Preparacién de una presentacion en diapositivas

e) Preparacion del texto de la exposicion para la defensa

3. Fundamentos tedricos

El oidio es la enfermedad de hojas mas extendida de los cereales en el mundo. Los cereales
afectados por el oidio producen pocas cafias y granos por cabeza, ademds los granos
pueden estar vacios. Esto provoca importantes pérdidas a los agricultores.

El oidio es la enfermedad de hojas mas extendida de los cereales en el mundo. Es
un hongo parasito, de aspecto pulverulento, que necesita un organismo vivo para
sobrevivir y que ataca generalmente las partes aéreas de las plantas.

-EL CICLO DE INFECCION DEL OIDIO

1. Elindculo primario (la manera principal en que se dispersa el hongo) son ascosporas o
conidias que se difunden principalmente por el aire o la lluvia. El hongo necesita una
humedad alta pero no agua libre para la germinacion de la espora y la posterior
infeccion.

2. Unavez que germina produce un tubo germinativo primario “PGT” que sirve para que
detecte si esta sobre una planta a la que puede infectar, anclarse mediante sustancias
pegajosas que produce y absorber agua.

3. Después produce el tubo apresorial “AGT’ que es el que iniciara la infeccion. Para ello
directamente produce una estructura llamada apresorio que es como un gancho que le
sirve para ejercer presion sobre la célula, después produce la clavija de penetracion
gue es como una aguja que intenta penetrar en la célula.

4. Silo consigue formara otra estructura que le sirve para extraer el alimento a la célula
(ya que al ser un hongo biotrofo necesita alimentarse de una célula viva). Esta
estructura se denomina haustorio y en el caso de los oidios de los cereales tiene un
cuerpo central redondeado y unos “dedos” hasta diez o0 mdas que se extienden a cada
lado.

Pagina | 5



5. El haustorio va tomando nutrientes y esto le permite al hongo crecer en la superficie
produciendo hifas que a su vez producirdn apresorios secundarios a través de los cuales
penetrard en otras células produciendo otros haustorios que le permitiran crecer mas
y mas en la superficie de la hoja.

6. Alos 4o 5 dias de la primera infeccidn se empiezan a formar los conidiéforos donde se
forman nuevas esporas que se dispersardn con el viento o la lluvia a hojas vecinas
produciendo nuevos ciclos de la enfermedad.

-SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD.

Los sintomas se pueden encontrar en todas las partes aéreas de la cebada: hojas,
tallos y espigas, pero las hojas son normalmente las mas infectadas. Los primeros sintomas
de la infeccidn son manchas cloréticas en el tejido de la planta. Pustulas blancas del hongo
se desarrollan pronto y rdpidamente producen masas de esporas que dan el aspecto de
polvillo.

-MECANISMOS DE DEFENSA.
1) MECANISMOS PRE-PENETRACION:

Durante la germinacion y el crecimiento del PGT, AGT
y del apresorio. Estos mecanismos se deben sobre
todo a que las plantas pueden segregar sustancias
toxicas a la superficie y limitar este crecimiento.

2)MECANISMOS DURANTE LA PENETRACION:

Al tiempo que el oidio intenta penetrar en la célula, la
planta intenta endurecer la pared celular vy
particularmente en el lugar donde ejerce presion el
apresorio se forma una estructura llamada papila que
es como una barrera tanto fisica, por su dureza, como
guimica, ya que también contiene compuestos toxicos
para el hongo.

Pagina | 6



3) RESISTENCIA HIPERSENSIBLE (HR):

Si el oidio consigue penetrar, la planta podria desencadenar una HR, que lleva a la muerte

programada de la célula que estd siendo atacada. Asi
mediante este “suicidio” de una sola célula la planta
salvaguarda el resto de la hoja, ya que el oidio necesita
de la célula viva para alimentarse. Esta reaccion solo se
da si la célula contiene unos genes denominados “R”
cada uno de ellos debe de reconocer el gen de
avirulencia que porta ese aislado concreto de oidio. Si
no se da este reconocimiento no se da la HR.

4) MECANISMOS POST-HAUSTORIALES:

Aun cuando el oidio haya penetrado en la célula y
producido un haustorio, la planta tiene una ultima
posibilidad de limitar su crecimiento mediante estos
mecanismos que dificultan que tome nutrientes y por
tanto que crezca y se multiplique.

4. Materiales y métodos

a. Asignacion de variables
» Las variables ensayadas en este proyecto son:

» Variable dependiente: nimero de papilas, hifas, HR

crecidas en las distintas variedades de cebada.

» Variable independiente: conjunto de genotipos

(PALLAS, RISOR, y P01)

b. Material experimental

Hay que explicar un poco cada material y poner una

foto.

> Semillas de Pallas, Riso R, PO1
Oidio

YV V VYV

independientes
Tijeras y pinzas
Acido acético y etanol

Y

Y

Figura 1: Torre de
inoculacion.

Torre de inoculacién que consta de monedas, aro de inoculacién, y torre metalica
Pistola de aire comprimido se ha utilizado para echar el oidio a nuestras variables
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Cdmara de cultivo
Placas de Petri
Lactoglicerol

Aniline blue

Tierra formada por una mezcla de arena y turba se ha utilizado para cultivar las
plantas

Microscopio éptico
Porta y cubres

Probeta y pipeta

Vaso de precipitados
Rotulador permanente

YV VYV VYV

YV VYV VYV

c. Diseino experimental

12: Siembra de Plantas: La siembra se realizé en tubos para inocular
posteriormente sin tener que cortar las plantas. Los tubos se dejaron en
una camara climdtica para que las plantas crezcan en condiciones
controladas de luz y temperatura.

22 Recoleccion del inéculo: Se recogieron de la cdmara de cultivo, donde se estd
multiplicando el odio, y hojas que estén esporulando para usarlas en la inoculacidn. Se
utilizaron plantas de unos 10 dias, inoculando la 12 hoja.

32Inoculacion: Se utilizé una torre de inoculacién para la deposicién homogénea de las
esporas que seran sopladas desde las hojas enfermas a las sanas mediante un compresor
de aire.

42 Conteo de esporas y determinacion de su viabilidad: Bajo la torre se colocé un
portaobjetos para poder realizar el conteo de esporas. Después, se visualizo el portaobjetos
al microscopio y se calculé la cantidad de esporas que han caido por mm2, teniendo en
cuenta solo las que son viables. Se ajusté la inoculacién a unas 30-50 esporas/mm 2.

52 Incubacion de las plantas: Tras la inoculacién, las plantas se incubaron en la cdmara
climatica para que proceda el proceso de infeccion. De estas plantas a las 48h se cogid un
pequeio segmento para las observaciones microscdpicas y el resto se mantuvo en la
camara climatica hasta los 8 dias en que se realizara la evaluacién macroscépica de los
sintomas.

62 Evaluacion de sintomas macroscopicos de la enfermedad: A los 8 dias después de la
inoculacidén se procede a evaluacidn macroscdpica, evaluando el porcentaje de hoja
cubierta con micelio. Se realiza la evaluacién en cada una de las 5 repeticiones.

72 Fijacidn y clarificacion de las plantas: A las 48 h después de la inoculacién, las plantas
se fijaron en placas Petri sobre papel impregnado de una solucidn de etanol: acido acético
en proporcién 3:1. Se dejaron en esta solucion hasta que la hoja se decoloré
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completamente. Una vez decoloradas las plantas se cambian a placas Petri en las que el
papel estd humedecido con agua para limpiar las hojas. Se dejan al menos 4h.

82 Preparacion de muestras para el microscopio: Después se cambiaron a otras placas
Petri en las que el papel estaba humedecido en una solucidn de acido lactico: glicerol: agua
en una proporcién 1:1:1. En estas placas las muestras se mantuvieron en perfectas
condiciones hasta que se mira al microscopio.

92 Tincidn y montaje de las muestras: Las muestras de hoja se tifieron
con una solucién de aniline blue al 1%, con cuidado de que la solucién no
desplace las esporas que no estén bien adheridas. La solucién se
depositd sobre el cubre, después la hoja, se echd un poco de lactoglicerol
al porta y finalmente el cubre con la hoja adherida se depositd sobre el
porta.

102 Evaluacion microscépica de las muestras: Se reconocieron las
diferentes estructuras de infeccién del hongo y los mecanismos de
resistencia que detienen su crecimiento. Cada alumno evalud 5 hojas (una
de cada uno de los diferentes genotipos)

Primero se determind el porcentaje de germinacién en 60 esporas,
después, mediante la observacién de 30 unidades de infeccidn con
apresorio, se evalué la formacién de papilas, la presencia de HR y el
porcentaje de colonias establecidas con hifas completando las plantillas
de evaluacion.

112 Preparacion del péster y memoria cientifica: Los datos obtenidos por cada alumno se
introdujeron en una pagina de Excel y determiné la media, el error estandar y se realizé la
grafica comparativa de los genotipos. Los datos se introdujeron en un programa estadistico

' y se realizd un analisis de medias para
comprobar si las diferencias entre
genotipos son significativas

Se pusieron en comun todos los
resultados obtenidos y discutié sobre
cuadles son los genotipos que les parecen
de mayor interés para introducir en un
programa de mejora y por qué.

5. Resultados

GENOTIPO REPETICION PAPILAS % HR % HIFAS %
1 53 47 0
2 30 63 7
3 53 47 0
MEDIA PO1 45,33 52,33 2,33
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ERROR ESTANDAR 7,67 5,33 2,33
RISOR 1 100 0 0
RISOR 2 100 0 0
RISOR 3 100 0 0

MEDIA RISO R 100 0 0

ERROR ESTANDAR 0 0 0
PALLAS 1 17 0 83
PALLAS 2 27 0 73
PALLAS 3 33 0 67

MEDIA PALLAS 25,67 0 74,33

ERROR ESTANDAR 4,67 0 4,67

Tablal. Porcentaje de mecanismos de resistencia en cada una de las variedades de cebada: Pallas, P01y
Riso R.
GENOTIPO PAPILAS % HR % HIFAS %

PO1 45,33 52,33 2,33
RISOR 100 0 0

PALLAS 25,67 0 74,33

E.ESTANDAR 7,67 5,33 2,33
E.ESTANDAR 0 0 0

E.ESTANDAR 4,67 0 4,67

Tabla2. Porcentaje medio y error estdndar de los mecanismos de resistencia en cada una de las
variedades de cebada: Pallas, PO1 y Riso R.

PAPILAS %

120

100

80

60
40 -

20 -

1 e

PO1 RISOR PALLAS

O u

Grdfical. Porcentaje de papilas en cada una de las variedades de cebada: Pallas, PO1 y Riso R.

La formacidn de papilas es un mecanismo de resistencia primario que se expresa en
mayor proporcién en P01 y Riso R.
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HIFAS %

90
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60
50
40
30
20
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O ,4* 1 1

PO1 RISOR PALLAS

Grdfica2. Porcentaje de hifas en cada una de las variedades de cebada: Pallas, PO1 y Riso R.

La formacidn de hifas se encuentra en mayor cantidad en Pallas , debido a que no
han desarrollado mecanismos de resistencia, las hifas estan presentes un poco en P01y sin
apenas aparicion en Riso R.

HR %

70
60
50 +———
40 +——
30 +———
20 ——
10 +———

PO1 RISOR PALLAS

Grdfica3. Porcentaje de HR en cada una de las variedades de cebada: Pallas, PO1 y Riso R.

La resistencia hipersensible por muerte celular es un mecanismo de defensa que se
da sobre todo en PO1.

6. Conclusiones

1.- Los datos demuestran que los genotipos Riso R y PO1 son las mas resistentes porque
expresan en menor cantidad la formacidén de hifas por parte del hongo.
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2.-El genotipo Riso R es el mas resistente al hongo ya que presenta mayor porcentaje de
formacién de papilas. Este mecanismo es mas interesante ya que es un mecanismo de
resistencia primaria que evita la penetracién y crecimiento del hongo

3.-El segundo genotipo mas resistente, PO1 presenta un mayor porcentaje de resistencia
hipersensible (HR). Este mecanismo de defensa tiene mayor coste energético para la planta
ya que despliega mas medios y ademads sacrifica células propias para impedir el avance del
hongo.

4.- Por el contrario, el genotipo Pallas es el mas susceptible a la infeccidn por el oidio.
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