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Plasmopara halstedii EN LAS PROVINCIAS DE BUENOS AIRES Y SANTA FE:
DETERMINACION RACIAL E IDENTIFICACION DE FUENTES DE RESISTENCIA.

PALABRAS CLAVE: Mildiu, girasol, lineas diferenciales, Plasmopara halstedii, razas.

RESUMEN

Una de las principales enfermedades que afectan al cultivo del girasol (Helianthus
annuus L.) es el mldiu ocasionado por Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni
(Oomycete). En ambientes favorables para el desarrollo de la enfermedad, temperaturas
frescas y condiciones de agua libre; y en coincidencia, con la presencia de cultivares
susceptibles, se pueden alcanzar niveles muy altos de incidencia, registrandose lotes con
valores de hasta un 98% de plantas enfermas. Entre los sintomas caracteristicos del mildiu
se destacan una marcada reduccién en el tamafio de la planta y clorosis alrededor de las
nervaduras principales en el haz foliar, acompafiada en el envés foliar, por una eflorescencia
blanquecina constituida por las fructificaciones asexuales del patégeno. La infeccion primaria
frecuentemente ocasiona la muerte de la plantula. Sin embargo, si logra alcanzar la madurez,
la produccion de semilla es nula. La infeccién secundaria determina la reduccion del tamafio
de la planta, con produccidon o no de simiente, aunque en caso de producir semilla, las
mismas son portadoras del micelio del hongo. El agente causal tiene la capacidad de
presentar razas fisiolégicas. Una de las estrategias de manejo mas efectiva para controlar el
mildiu, es el uso de materiales resistentes portadores de genes denominados PI, que
proveen resistencia frente a esta enfermedad, entre los cuales pueden mencionarse los
genes Plis, Plis, Plis, Plarg, Plis, Pli7, Plig, Pli, Plz, Ple, Pl7, Plis, Plx, Pls, Pls y Pl21. Los
genes Pls y Plis, proveian resistencia a las razas 730, 770 y 710, las Unicas presentes en
Argentina hasta el afio 2013. Durante dicho afio, se detectaron lotes de cultivares portadores
del gen Plis afectados por mildiu, evidenciando la aparicion de nuevas razas. El objetivo de
este trabajo fue caracterizar la posible virulencia de P.halstedii, agente causal del mildiu en
girasol en Argentina e identificar fuentes de resistencia a la nueva raza. Se realizo la
recoleccion de muestras de plantas con sintomas en lotes ubicados en diferentes localidades
de la provincia de Buenos Aires y Santa Fe, durante el afio 2014/2015. Dichas muestras

fueron incrementadas y posteriormente inoculadas en laboratorio, en un set de lineas
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diferenciales internacionales e logré determinar la presencia en Argentina de una nueva raza
del patégeno, la cual se identific6 como 710601, segun la designacion de razas
internacionalmente aceptada. Del mismo modo, se evalué la resistencia provista por
diferentes genes frente a todas las razas presentes en Argentina, incluida la 710601,
verificandose la eficiencia de Pls, Pls, Pli7 y Plarc.

El conocimiento de la presencia de esta raza, como asi también de los genes posibles de
ser utilizados para su control, permitirdA a los mejoradores introducirlos en los nuevos
cultivares.

INTRODUCCION

El girasol (Helianthus annuus L.) es uno de los principales cultivos en Argentina. La
produccion nacional de girasol para el afio 2017/2018 fue de 3.500.000 toneladas, lo que
representa un incremento del 6% en la produccién con respecto al afio anterior, mientras que
la superficie ocupada por este cultivo es de 1.750.000 hectareas, un 3 % mayor al area
sembrada el afio anterior. (MinAgro, 2018)

Entre las enfermedades bidticas prevalentes en las zonas productoras de girasol en la
Argentina se destacan, por su difusion e importancia, el “Marchitamiento” causado por
Verticillium dahliae Kleb., “Podredumbre blanda del capitulo”, cuyo agente causal es
Sclerotinia sclerotiorum De Bary y “Mildiu”, producido por Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. &
de Toni (Bertero de Romano, 1986)

Plasmopara halstedii es un Stramenopila, perteneciente a la clase de los Oomycetes y es un
parasito obligado del girasol. Por su amplia difusion y los dafios que ocasiona es capaz de
producir una de las enfermedades de mayor impacto en las zonas girasoleras del mundo
(Perez Fernandez, 2002). Las perdidas en el rendimiento que puede producir estan
estimadas en un 3.5% de la produccién comercial de semillas, en presencia de métodos de
control, y en campos contaminado con el patégeno puede aumentar hasta un 100%
(Gascuel et al. 2014)

Clasificacion taxondmica de Plasmopara halstedii

e Dominio: Eukarya
e Reino: Stramenopila

e Phylum: Oomycota



e Orden: Peronosporales
e Geénero Plasmopara

e Especie: Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni, (1888)

Condiciones predisponentes

Las condiciones que predisponen el ataque del patdgeno -bajas temperaturas (12-20 °C) y
presencia de agua libre (lluvias intensas y encharcamientos)- favorecen la liberacion y el
desplazamiento de las zoosporas biflageladas del pseudo-hongo hasta las plantas,
infectandolas (Tourvieille et al., 2000).

Si bien los sintomas de la enfermedad pueden manifestarse en todas las etapas de
desarrollo del cultivo, los dafios mas graves se registran cuando el ataque se produce en

estadios mas tempranos (Pereyra & Escande , 1994).

Ciclo de vida del Plasmopara halstedii

Los pseudo-hongos de la clase Oomycetes, pueden presentar dos tipos de reproduccion:
I) Homotalica: en la cual las células de reproduccién sexual (oogonia y anteridia) son
producidas por el mismo organismo, lo que puede dirigir a la reproduccién cruzada, o en
caso de ausencia de mecanismos de autoincompatibilidad puede conducir al
autocruzamiento; y Il) heterotalica: en la cual las células reproductivas sexuales son
producidas por dos organismo diferentes, conduciendo solamente a la posibilidad de

reproduccion cruzada.

Plasmopara halstedii es un organismo diploide, homotalico y ha demostrado reproduccion
de tipo sexual y asexual en condiciones de laboratorio.

La reproduccién sexual homotalica se ha demostrado que ocurre luego de la inoculacion
de plantulas de girasol con zoosporas simples. Esto es importante en epidemiologia, debido
a que una Unica zoospora a campo puede conducir a la contaminacion del suelo con
oosporas.

Las poblaciones silvestres de Plasmopara halstedii son homotalicas y carecen de
mecanismos de autoincompatibilidad, lo que permite el autocruzamiento o la reproduccion

cruzada. (Gascuel et al. 2014).



Esta caracteristica permite al patdbgeno evolucionar rdpidamente, generando nuevas razas
fisiologicas que muestran considerable variacion en la virulencia cuando son expuestas a
lineas de girasol portadoras de diferentes genes de resistencia. (Tourvieille et al. 2012).

Plasmopara halstedii ocasiona dos tipos de infecciones (figura 1):

a primaria
o secundaria

La infeccion primaria se produce a través de la radicula, siendo originada por la
germinacién de las oosporas -esporas sexuales del patdbgeno- presentes en el rastrojo o en
el suelo. Estas al germinar, producen zoosporangiéforos con zoosporangios que liberan
zoosporas biflageladas moviles. Estas ultimas son las responsables de infectar la radicula e
inclusive, el hipocatile, invadiendo, en pocos dias, todos los tejidos. Asimismo, la infeccion
primaria también puede producirse por contaminacion directa de la plantula por el micelio

contenido en el endosperma de la semilla.

La infeccion secundaria, en cambio, es ocasionada por las zoosporas provenientes de
plantas vecinas o voluntarias que sufrieron infeccion primaria. Estas zoosporas son
transportadas por el viento o el agua, infectando los 6rganos aéreos de la planta. El ataque
puede ser temprano, afectando el tejido apical de plantas con 4-8 hojas o bien cumplirse mas
tardiamente, en el tejido apical de plantas con mas de 8 hojas, hasta formacion del boton
floral. También puede producirse la infecciéon en hojas adultas, pero, en este caso, la invasion
se halla limitada a una pequefia parte del limbo foliar, sin consecuencias sobre el rendimiento
(Tourvieille et al., 2000).
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Figura 1: Ciclo de vida de Plasmopara halstedii

Sintomas vy signos del Mildiu en girasol

Los sintomas de la infeccién primaria son: marcado enanismo de la planta por
acortamiento de los entrenudos, clorosis alrededor de las nervaduras en el haz foliar y en
correspondencia con la misma, en el envés, desarrollo del signo de la enfermedad,
representado por una eflorescencia blanquecina constituida por las fructificaciones
asexuales del pseudo-hongo (Ver Anexo: Figuras 1 y 2). Frecuentemente produce la
muerte de la plantula. Si, por el contrario, la planta llega a madurez, el capitulo queda
erecto en forma de copa (pedunculo floral poco desarrollado) y la produccion de semillas

es nula. (Ver Anexo: Figura 3)

La infeccion secundaria temprana, al igual que la primaria, produce un marcado
enanismo y clorosis con desarrollo de las estructuras flngicas asexuales, aunque en este
caso, las hojas inferiores son normales y la produccion de semilla es escasa o nula (Ver
Anexo: Figura 4).



En el caso de la infeccion secundaria tardia, el sintoma caracteristico es una
reduccion de la altura mas o menos severa, segun el momento de infeccion, clorosis en los
bordes de las nervaduras principales en el haz de las hojas superiores y fructificaciones del
pseudo-hongo en el envés de las mismas. Generalmente hay produccion de semillas, siendo
la misma portadora del micelio del patégeno (hasta el 100% de los granos cosechados de
plantas enfermas pueden estar contaminados). La semilla contaminada cumple un rol
importante en la diseminacion de la enfermedad y en su introduccidon en campos, regiones o

paises libres de la misma (Tourvieille et al., 2000).

Manejo de la enfermedad

La estrategia de manejo mas efectiva para controlar esta enfermedad es el uso de
materiales resistentes. Se localizaron fuentes de resistencia en lineas publicas, provenientes
de Estados Unidos, y en viejas poblaciones de INTA Pergamino y Manfredi (Formento,
2003). La herencia de la misma se debe a genes dominantes de facil incorporacion en los
programas de mejoramiento genético.

Los materiales resistentes a Mildiu pueden portar uno 0 mas genes de resistencia
denominados genes PIl. Dichos genes, proporcionan resistencia a una o mas razas de
Plasmopara halstedii y tienen origen principalmente en especies silvestres de Helianthus
annuus, aunque también algunos son provenientes de otras especies del género Helianthus,
como H. argophylus, H. praecox y H. tuberosus. (Tabla 1). Muchos de ellos fueron mapeados
en el genoma de H. annuus.

Los genes Pli y Pl;, (Tabla 1) proporcionan resistencia a las razas 100 y 300,
respectivamente.

Durante décadas, muchos de los hibridos comerciales eran resistentes a la raza 300, que
era la raza predominante en Argentina hasta el afio 1998, junto a la raza 330. Una vez
evidenciada la perdida de eficiencia del gen Pl,, nuevos genes de resistencia fueron
incorporados en cultivares de girasol. El gen Pls (Tabla 1), derivado de H. tuberosus, confiere
proteccion a la raza 700. La resistencia a las razas 100, 300, 700 y 730 fue introgresada a
partir de tres especies: H. annuus spp. annuus (Pls), H. praecox ssp. runyonii (Pl7) y H.
argophyllus (Plg). También proveniente de H. argophyllus, fue incorporado el gen Plars, quien
provee resistencia a, al menos, cuatro razas que fueron testeadas: 300,700, 730 y 770. El
gen Pl13, confiere resistencia a nueve razas del patdgeno., entre las cuales se encuentran las

mencionadas.
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La resistencia provista por los genes Pls y Pl; (Tabla 1) fue quebrada por razas aparecidas
en Francia y Estados Unidos, mientras que, en Argentina, el gen Pls continGa siendo
resistente a las razas presentes. Por otro lado, no se registraron razas que hayan quebrado
la resistencia generada por los genes Plg y Plarc. (Tabla 1) (Bertero et al., 2010)

Los genes PI, estan localizados en diferentes grupos de ligamiento (GL) en el mapa
genético de referencia de H. annuus:

- Grupo de ligamiento 1 (GL1): Genes Plarg, Pliz, Pliay Pl 16.

- Grupo de ligamiento 8 (GL8): Genes Ply, Plz, Pls, Pl7, Plis y Plzo.
- Grupo de ligamiento 13 (GL13): Genes Plg, Pl>1 y Pls.

- Grupo de ligamiento 4 (GL4): Genes Pl17,Pl1g

- Grupo de ligamiento 2 (GL2): Gen Plig

(Gascuel et al., 2014)
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Plis

Plaa

Plis

Plarc

Plis
Pli7

Plig

Ply

Pl2

Pls

Pl7

Plis

Pl2o

Pls

Plg

Pl21

Tabla 1: Genes de resistencia a Mildiu, fuentes, origen y autores. (Guojia Ma et al.2015)

Grupo de

ligamiento

13

13

13

Fuente de resistencia

HA-R5

HA-R4

HA-R4

RHA419

HA 458, P1468435

P1435414

RHA 266, RHA 274

AMES 3235, P1497250,
RHA 274

HA 335, HA 336

HA 337, HA 338, HA 339

RNID

P1494578

INRA inbred line XRQ,

Progress

RHA 340

HA 61

Origen del gen

H. argophyllus
H. argophyllus
Wild H. annuus

Wild H. annuus

Wild H. annuus

Wild H. annuus

Wild H. annuus

H. praecox

Wild H.

argophyllus

H. tuberosus

H.argophyllus

Referencia

Mulpuri et al. 2009

Bachiava et al. 2011

Liu et al. 2012
Dugle et al. 2004
Qi et al. 2013
Qietal. 2013

Zhang, Z. W. et al.
2016

Mouzeyar et al. 1995

Vear et al. 1997

Roeckel-Drevet et al.
1996

Bert et al. 2001

De Romano et al.
2010

Ma G.J. et al. 2017

Bert et al. 2001

Radwan et al. 2003,

2004

Vicourt et al. 2012
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Sin embargo, la presion de seleccion asociada a la utilizacion de hibridos comerciales
resistentes o variedades determina la aparicion de nuevas y mas virulentas razas (Molinero-
Ruiz et al., 1998). Hasta el afio 1998, casi todos los hibridos que se cultivaban en Argentina
eran resistentes a las razas determinadas hasta ese momento -las razas 300 y 330-.por la
incorporacion del gen de resistencia Plz, proveniente de la linea HA61. A partir de ese afio,
los hibridos comenzaron a comportarse como susceptibles a la enfermedad. Las primeras
plantas con sintomas de Mildiu en materiales previamente resistentes se observaron en
forma simultanea en Parana (Entre Rios), Venado Tuerto (Santa Fe), Ameghino, América,
Cristiano Muerto, Balcarce, Pergamino, Baigorrita, La Elvira (Buenos Aires) y Trenel (La
Pampa) (Formento, 2003).

Los cambios observados sefialan la necesidad de monitorear permanentemente las razas
presentes en nuestro pais (Perez Fernandez, 2002). En tal sentido, Bertero de Romano
(2002) en un relevamiento que incluy6 diferentes localidades de las provincias de Buenos
Aires, Entre Rios y Santa Fe -Ameghino, América, Baigorrita, Cristiano Muerto, Elvira,
Parana, Pergamino y Venado Tuerto-, determind, para las campafas 1998 y 1999, la
presencia de tres nuevas razas: 730, 770 y 710, no encontrando indicios de las razas 300 y
330, que predominaban anteriormente.

Estas razas, se diferencian de las anteriores por atacar no solo en las siembras
tempranas, sino también en las tardias (noviembre y diciembre) y por presentar gran
capacidad para producir in6éculo secundario. Esto ultimo implica que una baja fuente de
indculo primario en el campo puede ser determinante de una alta incidencia de plantas
enfermas con infeccion secundaria, lo cual a su vez incrementa la posibilidad de transmision
por semilla (Formento, 2003)

Estas tres razas lograron controlarse por la incorporacion de genes de resistencia al
genoma de H. annuus: Pls y Plis. Sin embargo, luego de la susceptibilidad encontrada en
cultivos de girasol del sudeste de Buenos Aires, durante las campafias 2013-2014 y 2014-
2015, se evidenci6 la perdida de la resistencia otorgada por el Plis. (Bertero de Romano,
2015)

Un paliativo para disminuir la incidencia de Mildiu en el gran cultivo, ante la ausencia de
resistencia en los cultivares, es el tratamiento de la semilla con fungicidas especificos, como
el Metalaxil. Con este tratamiento se logra controlar la infeccion primaria y secundaria

temprana, mientras que el efecto sobre la infeccion secundaria tardia es practicamente nulo
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(Penaud et al., 1998) . Sin embargo, existen antecedentes que indican que estas nuevas
razas tienen niveles de resistencia a esta droga. Otra alternativa para el tratamiento de
semillas es la utilizacion de mezclas de fungicidas a base de azoxistrobina, fludioxonil y
metalaxil, los cuales al combinarlos con la utilizacién de hibridos con resistencia genética
han alcanzado valores de incidencia nulos. Como asi también la implementacién de métodos
culturales, entre los cuales se destacan la rotacion de cultivos, la utilizacion de semillas
sanas, el manejo de la fecha de siembra. La aplicacion de estos métodos preventivos permite
realizar un manejo adecuado de la enfermedad y un aporte frente a la variabilidad del
patégeno. (Bazzalo & Piubello, 2015)

Objetivo General.

Caracterizar la posible virulencia de P.halstedii, agente causal del mildiu en girasol en

Argentina

Objetivo especifico.

Evaluar la virulencia de P.halstedii en Argentina, mediante el uso de lineas diferenciales
estandarizadas para la deteccion de posible variabilidad genética y verificar la efectividad de

genes de resistencia actualmente disponibles frente a nuevas razas del patégeno.
Hipdtesis.
Aislamientos de P.halstedii provenientes de diferentes regiones de Argentina presentan

variabilidad genética.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion de razas de Plasmopara halstedii se aplico la metodologia propuesta
por Viranyi (Viranyi, 1999)

Sitios de muestreo

Las muestras se obtuvieron a partir de plantas con sintomas, de hibridos experimentales y
comerciales, portadores del gen Plis.

La recoleccion de muestras se realizé en lotes de cultivos e hibridos comerciales, situados
en Balcarce, Buenos Aires y; en las localidades de Margarita y San Justo, provincia de Santa
Fe, durante el afio 2014/2015, cuando se presentaron las primeras evidencias de la ruptura

de la resistencia provista por el gen Plss.
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Recoleccidon de muestras

Los aislamientos de Plasmopara halstedii fueron obtenidos a partir de hojas de plantas
con presencia de sintomas y la esporulacion tipica del pseudo-hongo. Las muestras fueron
colocadas individualmente en bolsas de polietileno con un rétulo indicando el lote y la
localidad de donde fueron recolectadas, y se conservaron en una conservadoras con hielo
hasta el momento de la inoculacion.

Cada una de las muestras recolectadas fueron transportadas desde su lugar de origen hasta
el laboratorio de fitopatologia de Nidera Semillas, que se sitia en la localidad de Baigorrita,

provincia de Buenos Aires.

Lineas diferenciales

Se utilizaron 18 lineas diferenciales (tabla 2) provistas por USDA, INRA y Nidera S. A.

Tabla 2: Lineas diferenciales utilizadas para la identificacion de la virulencia de distintos aislamientos de Plasmopara halstedii.

Sistema de nomenclatura de razas

Nomenclatura Lineas diferenciales
Digito Valor de Designacion | Nombre original Gen Origen
virulencia

1 HD-1 HA-89 No USDA

1° 2 HD-2 RHA-265 Pls USDA
4 HD-3 RHA-274 Pl2/Pl21 USDA
1 HD-4 PMI3 Plpmia INRA

2° 2 HD-5 PM-17 Pls USDA
4 HD-6 803-1 Plsos IFVC
1 HD-7 HAR-4 Plis USDA

3° 2 HD-8 HAR-5 Pli3 USDA
4 HD-9 HA-335 Ple USDA
1 HD-10 Y7Q Ple INRA

4° 2 HD-11 PSC8 Pl> INRA
4 HD-12 XA Pla INRA
1 HD-13 PSS2 RM Pl + Pl21 INRA

5° 2 HD-14 VAQ Pls INRA
4 HD-15 RHA-419 Plarc USDA
1 D-16 IR101DMR Plis NIDERA S.A.

6° 2 D-17 RHA-340 Pls USDA
4 D-18 HA-458 Pli7 USDA

(USDA: United States Department of Agriculture, U.S.A ; INRA: Institut National de la Recherche Agronomique, Francia ; IFVC: Institute of
Field and Vegetable Crops of Novi Sad, Serbia)

Las lineas diferenciales entre HD-1 y HD-9 han sido testeadas en numerosos laboratorios

nacionales y extranjeros, reaccionando consistente y uniformemente con todas las razas
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determinadas en el mundo, hasta la fecha. Se trata de lineas publicas endocriadas que

pueden ser utilizadas por instituciones gubernamentales o compafiias privadas.

Las nuevas lineas implementadas, entre HD-10 y D-18, son lineas propuestas para este
trabajo, y actualmente son lineas publicas, que pueden ser usadas internacionalmente con

este fin.

Las lineas diferenciales utilizadas fueron provistas a Nidera S.A. desde Francia y Estados

Unidos para la realizacion del presente trabajo.

Preparacion de las semillas para la evaluacion

Las semillas se hicieron germinar dentro de pequefias camaras hiumedas. Fueron incubadas
a 22-24 °C, en oscuridad, durante 2 dias hasta que la radicula alcanzé una longitud de 0,5

cm., momento de mayor sensibilidad para obtener la maxima infeccion.

Preparacion del in6culo

Para cosechar el inoculo, se barrieron las fructificaciones existentes en el envés de las
hojas de plantas muestreadas.

Con el objetivo de incrementar el indculo de Plasmopara halstedii, recolectado en el
campo, se realiz6 la induccién en el laboratorio dentro de pequefias camaras humedas.
Luego se procedié a la preparacion de una suspension en agua destilada, ajustando la
concentracion a 30000 esporangios/ml.

La multiplicacion del inoculo, se hizo inoculando sobre una linea susceptible a todas las
razas determinadas hasta el momento. Este paso sirvié para tener suficiente cantidad de
inoculo viable.

Inoculacion

Las semillas pregerminadas de las lineas diferenciales y de las lineas propuestas se
colocaron en bolsitas de tul, 15 semillas de cada linea por bolsita. (Figura 1) Estas luego se
sumergieron en la suspensién del in6culo de una determinada localidad, donde se
mantuvieron durante 5-6 horas a 15 °C, en oscuridad.

Trasplante
Las semillas inoculadas fueron transferidas a bandejas conteniendo un sustrato estéril

formado por 70% de tierra fértil y 30% de lava volcanica, regado con abundante agua. Se
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trasplantaron de tal forma que quede una hilera de 10 plantulas por cada linea (Figura 2).
Seguidamente, las bandejas se colocaron en gabinetes en los que se mantuvo la
temperatura entre 18 y 20 °C, con 12 horas de fotoperiodo (Figura 3). Las condiciones de

crecimiento descriptas favorecen el desarrollo de la enfermedad y de las plantulas de girasol.

Figura 2: Bandeja conteniendo semillas de lineas diferenciales
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Figura 3: Bandejas en gabinetes en condiciones controladas de temperatura y presion.

Lectura de las lineas diferenciales

Luego de transcurridos 14 dias, a partir de la fecha de inoculacion, se colocaron las
bandejas en una camara humeda a 20 °C y en oscuridad durante 24 horas, para permitir la
esporulacion.

La lectura se hizo contando el numero de plantas sanas y enfermas (Figura 4).
Considerando susceptibles a las plantas que presentaron esporulacién del pseudo-hongo

sobre los cotiledones y/o sobre las primeras hojas verdaderas (Figura 5).

Figura 4: Bandeja con plantulas al momento de la lectura de resultados

18



Figura 5: Plantula susceptible con esporulacion tipica sobre los cotiledones.

Los resultados se interpretaron segun la designacion de razas de Plasmopara halstedii,
internacionalmente aceptada, que consta de un cdodigo de virulencia formado por 6 digitos
(Tourvieille et al., 2012). Este sistema asigna un valor numérico si una diferencial es
susceptible y de esta forma provee informacion sobre la caracteristica de virulencia de un
aislamiento (Tabla 2). Si la primera linea de un set de tres es susceptible, se le asigna un
valor de 1; si la segunda linea es susceptible, se le asigna un valor de 2; y si la tercera linea
es susceptible, recibe un valor de 4. El cédigo de virulencia es aditivo dentro de cada grupo,
con lo cual, si la primera y la segunda linea son susceptibles, se le asigna un valor de 1+2, o
3, y si las tres lineas de un grupo son susceptibles, reciben un valor de 1+2+4, 0 7, etc. En
este sistema, cuanto mas alto sea el cdédigo, mayor es la virulencia de la raza.

Como resultado de la utilizaciéon de un total de dieciocho lineas diferenciales, el cédigo

final de un aislamiento o raza esta integrado por seis digitos, uno por cada grupo de lineas.
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RESULTADOS
Las variedades diferenciales (V.D.) HA89, RHA265, RHA274, PMI-3, PSC8, XA fueron
susceptibles en todos los aislamientos analizados, lo que indica que la resistencia de estos
genes se quebrd en Argentina.
Las V.D. PM-17, 803-1 y VAQ tuvieron una reaccion de resistencia para los aislamientos de
Balcarce (Buenos Aires) y Margarita (Santa Fe), mientras que presentaron susceptibidad en
el aislamiento correspondiente a San Justo (Santa Fe).
Las V.D. HAR-4 y HAR-5, presentaron resistencia a los aislamientos de Balcarce (Buenos
Aires) y de San Justo (Santa Fe), mientras que frente al aislamiento de la localidad de
Margarita (Santa Fe) la reaccion fue de susceptibilidad.
Para el caso de las V.D. HA-335, Y7Q, PSS2 RM, RHA419, RHA340 y HA458 presentaron
reaccion de resistencia frente a todos los aislamientos evaluados.
La V.D. IR101DMR presento reaccion de resistencia frente a aislamientos de Margarita y San
Justo (Santa Fe), mientras que para el aislamiento de Balcarce (Buenos Aires) la reaccion

fue de susceptibilidad.

20



Tabla 3. Comparacion entre las reacciones de las variedades diferenciales y los aislamientos de las localidades de Balcarce (Buenos

Aires), Margarita (Santa Fe) y San Justo (Santa Fe), para detectar virulencia patdgenica de Plasmopara halstedii.

Balcarce (Bs. Margarita San Justo
Nuevos Grupos de Diferenciales As.) (Santa Fe) (Santa Fe)
Diferencial Linea Gen 710601 713600 770630
HD1 HA89 No S S S
HD2 RHA265 Pl S S S
HD3 RHA274 PI2/PI21 S S S
HD4 PMI-3 PIPM13 S S S
HD5 PM-17 PI5 R R S
HD6 803-1 PI803 R R S
HD7 HAR-4 P16 R S R
HDS8 HAR-5 P13 R S R
HD9 HA-335 Ple R R R
HD10 Y7Q Pl6- R R R
HD11 PSC8 PI2 S S S
HD12 XA Pla S S S
HD13 PSS2 RM | PI6+PI21 R R R
HD14 VAQ PI5 R R S
HD15 RHA419 PlArg R R R
D16 IR1I01DMR PI15 S R R
D17 RHA340 PI8 R R R
D18 HA458 Pl17 R R R

En la tabla anterior se enumeran las lineas diferenciales utilizadas y se detallan los genes
de interés. Se puede observar la reaccién diferencial de cada LD a los aislamientos
provenientes de las diferentes localidades estudiadas. Se identificé una nueva raza del
patdgeno en las muestras estudiadas, la cual fue codificada como 710601 segun el sistema
de nomenclatura utilizada. Dicha raza, al ser inoculada en las lineas diferenciales presenta

patrones de reaccién diferentes.
Del mismo modo, se puede visualizar que la linea diferencial D16, correspondiente a
IR101DMR, portadora del gen PI15, de interés para este trabajo, evidencia la susceptibilidad

de la misma frente a la raza 710601.
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L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
HA89 S S S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
RHA265 PIy S S S

22




L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
RHA274 Pl,/Ply S S S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
PMI-3 Plemis S S S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
PM-17 Pls R R S
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L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
803-1 Plgos R R S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
HAR-4 Plig R S R
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L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
HAR-5 Plis R S R
L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
HA-335 Plg R R R
L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Y7Q Pls. R R R
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L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
PSC8 Pl, S S S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
XA Pl4 S S S
L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
PSS2 RM Plg/Ply; R R R
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L.D. Gen Reaccién
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)

VAQ Pls R S

L.D. Gen Reaccién

Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
RHA419 Plare R R R
L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Aires) Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
IR101DMR Plis S R R
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L.D. Gen Reaccion

Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
RHA340 Plg R R R

L.D. Gen Reaccion
Balcarce (Buenos Margarita (Santa Fe) San Justo (Santa Fe)
Aires)
HA458 Ply7 R R R

DISCUSION

Como demuestran los resultados detallados en la Tabla 3, los genes Pli, Plz, PIPM13, Play
Plis, presentan susceptibilidad a la raza 710601, mientras que los genes Pls, Plgos, Plis, Plis,
Pls, Pls., Pls, Plarc, Pls y Pli7 presentan resistencia completa a dicha raza. Asimismo, se
puede destacar que las lineas diferenciales RHA 274 y PSSR2 RM, que contienen en su
genoma el gen Plz1, expresan diferentes respuestas frente a la nueva raza, ya que también

contienen los genes Pl y Pls. En el caso de RHA274, genotipo Pl>+Pl21, demostrd
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susceptibilidad frente a la raza; mientras que la linea PSSR2 RM, genotipo Pls+Pl21, resultd

resistente.

A su vez, teniendo en cuenta todas las razas del patégeno presentes en Argentina,
incluida la nueva raza identificada en este trabajo, se detallan en la siguiente tabla (Tabla 4),

las fuentes de resistencia y los genes correspondientes a cada una de ellas.

Tabla 4: Fuentes y genes de resistencia eficientes frente a razas presentes en Argentina

Linea Gen
HA335 pl6
HA336 pl6

RHA419 PlArg
RHA340 pI8
HA458 pI17

Se puede visualizar, la resistencia por parte de las lineas HA 335, HA 336 (ambas
portadoras del gen Pls), RHA419 (gen Plars), RHA340 (gen Plg) y HA 458 (gen Pl17), frente a

las razas presentes en Argentina, entre ellas, la identificada en este trabajo: 710601.
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CONCLUSION

e Como conclusion, se ha identificado una nueva raza del patégeno en Argentina que es

la responsable de la pérdida de resistencia otorgada por el gen Plis: dicha raza es la

710601.

e La resistencia provista por el gen Plis a las razas presentes en Argentina, actualmente

es incompleta debido a la aparicion de esta nueva raza.

Se ha verificado la eficiencia de los genes Plg, Plg, Pli7 y Plarc frente a las razas
presentes en Argentina, incluida la raza identificada en este trabajo: 710601.
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Figura 3: Sintoma de Plasmopara halstedii.: enanismo. (Gentileza: Nidera S.A.)
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Figura 4: Sintoma de infeccion secundaria provocada por
Plasmopara halstedii. (Gentileza Nidera S.A.)
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