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La inoculacibn artificial con unos métodos ade
cuados permite distinguir con seguridad los genotipos sen
sibles de los resistentes.

En estas pruebas se estudid el empleo de tres
métodos de inoculacidn artificial y su aplicacién respec
tiva sobre plantas intactas cultivadas en invernadero,
esque jes en solucidn nutritiva y hojas mantenidas en cé-
mara hfimeda que parecieron los més 1d8necs pars su apli-
cacién en el clavel, Se realizd un sondeo de variedades
y clasificacidn segfin su sensibilidad y se estudiaron los
distintos tipos de reaccidn en los tejidos del huesped,

Material y técnicas empleadas

Todas las pruebas de inoculacién artificial
se efectuaron con cuatro variedades mediterréneas,obte-
nidas por J. Agulld , especialmente adaptadas a las con-
diciones ecolbgicas de la comaraca de “E1 Maresme", dos
consideradas sensibles "Kiruna” y "Bikini” y dos resisten
tes , "Aurora®" y "Mirela". En el sondeo se utiligzaron
veinte varledades en su mayor parte nuevos hibridos de
clavel. Las plantas se cultivaron en el invernadero de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Barcelona,
sobre un substrato de turba y arena y recibieron un abo-
nado regular cuya relacién N7P205/ K20 era de 1/1/2,

La inoculacidn de plantas intactas se realizs
entre los veinte y treinta dias del transplante, utiligzén
dose 3 bdloques de ocho plantas para cada variedad, Los
tres primeros dias después de la inoculacidn se mantenian
tapadas con bdésas de polietileno.

Los esque jes procedfian de plantas seguramente
exentas de enfermedad,cultivadas en los Campos Experimen
tales de la Pacultad de Ciencias, Antes de su inoculacidn
se realizaba un lavado con agua durante 15 min, seguldo
de esterilizacidn superficial con alcohol de 70% y a con



tinuacidn cada esque je era colOcado en un matraz con 50
cc de solucién Pfeffer diluida. Una vez inoculados se cu
brian con bolsas de polietileno para lograr una cémara -
saturada de humedad, Se utilizaron tres bloques de ocho
esque jes para cada variedad,

Las hojas alsladas, previamente desinfectadas
como en 41 caso anterior, se colocaban en cémara hfimeda
y después de la inoculacién se de jaban bajo luz difusa y
a temperatura de 18°C a 20°C, Se realizaron tres repeti-
ciones con veinticuatro hojas para cada variedad,

El registro de los resultados se hacia en to-
dos los casos a los 15 y 20 dfias de la inoculacibn,. Se-
procurd inocular cuildadosamente ambas caras de las hojas
sin producir heridas. A '

Las esporas formaban un lote homogéneo obteni
do 4 partir de plantas naturalmente infectadas en diver-
gos puntos de la comarca de "E1l Maresme" (Molinas, 1976)
El contaje de las esporas se realizé.con la cémara de -
Thoma ajustando después las diluciones deseadas, Antes-
de cada inoculacién se comproba la capaciddd germinativa

~ El primer método de inoculacidn consistid en
aplicar una suspensién de esporﬁs en acelte de rafina-
conteniendo aproximadamente 107 esporas por mililitro -
con ayuda de un pincel de pelo blando. A continuacidn -
se pulverizaban las hojas con agua. , ,

El segundo método consistid en la pulveriza -
cién sobre las hojas previamente humedecidas de una mez-
cla de esporas con talco en proporcidn de 50 mg de ure--
dosporas por gramo de talco.

Con el tercer método se procedia directamente
a la atomizacibn de una suspengiédn de esporas en agua --
conteniendo aproximadamente 10 esporas por ml y gastan-
doss una cantidad aproximada proporcional a 0,125 ml por
hoja.

Se ha realizado el control efectuando el con-
taje directo de las lesiones en las plantas, consideran~
do como lesidén el frea clorStica caracteristica que se -
desarrolla ., en la cull pueden aparecer miAs tarde una o-
més pfistulas,

Resultados de la inoculaciédn artificial

Las esporas de Uromyces caryophyllinus (Sch,)
Wint. germinan para producir un promicelio, 8in periodo

de latencia,tantp en agua como en una suspensién en ace}
te de parafina., Esta propiedad fué utilizada para compro
bar la facultad germinativa de los distintos lotes de -
uredosporas . , ‘

B Los resultados obtenidos con la inoculacfn de
plantas intactas y de hojas aisladas mantenidas en céma-
“ra hmeda han sido satisfactorios. E] nfimero de pfistulas
~desarrollado en smbos casos es elevado , ver tablas n“ 2
¥ 3, Las hojas alsladas resisten bién el periodo de in-
cubacién e incluso emiten algunas raices adventicias.Los
esque jes mantenidos en solucidn nutritiva presentaron pro



-blenas de marchitez e infecclones a cargo de hongod sa
préfitos (Fusarium sp., F. roseum , Alternaria sp., Botry
tis sp.) que en muchos casos impidieron la terminacidn
del experimento.

De los tres métodos ensayados el que en todos
los casos ha proporcionado me jores resultados es la ino-
culacidén de esporas en una emulsidn en aceite de parafi-
na y pulvarizacidn posterior de agua (tabla 1 y 3). No-
sotros explicamos el efecto favorable del acelte de para
fina por dos motbvos: por una parte por favorecer la con
densacibén de pequefias gotas de agua sobre la superficie
de las hojas,necesarias para la germinacidn de las espo-
ras y, por otra parte, una posible extractibdn de inhibi-
dores de la germinacién ,de caracter liposoluble,

La pulverizacidén de una mezclla de esporas con
talco, método frecuentemente recomendado en la bibliogra
f{a para la inoculacibdn de otras royas (Dunkle , Maheshwa
rli y Allen,b 1968, ,Zimmer et al, 1958., Sunderman, Ausemus
1963. ,Cammak, 1958) di-8, en nuestro caso, resultados po
co favorables, Las esporas en la mayoria de los casos no
llegaban a germinar y el nfimero de pfistulas que alcanza-
ban desarrollo era muy escaso., Probablemente este método
86lo resulte adecuado para la inoculaci-on de grandes su
perficies en condicliones de campo,cuando se inocula, por
e jemplo, una superficie de trigo o avena.

Tampoco Se obtuvieron resultados brillantes -
con la atomizacién de esporas en agua, E1 nlimero de pfis~
tulas es superior al de la inoculacidn con talco pero in
ferior al obtenido con aceite de parafina, Los resultados
en este caso fueron nuy irregulares,

La utilizacidn de una emulsidn de esporas en
acelte de parafina y agua parece ser el método mAs ade -
cuado para la inoculacién artificial del clavel con el -
agente causante de la roya, U ceg CAryo llinus,y es
por tanto el método de eleccidn, Disponer de un buén mé-
todo de inoculacién artificial cuyos resultados sean re-
producibles es un factor importante en el estudio de los
mecanismos de resistencila y de los factores hereditarios
que la transmiten.

Estudio de los distintos tipos de reaccidn en los tejidos
del huesped.

El estudio de la reaccién frente a U, ca:xoghx
nug de las variedades selecionadas para nuestro traba
jo se inicid con un "screening” o sondeo preliminar que
- 8¢ llevd a cabo en plantas en las que se de)d curso a la.
infeccidén natural , colocando en el momento de la planta
cidn dos plantas de clavel de raza americana "Sim" - muy
infectado por cada dlez plantas del sondeo. A los 45dias
de iniciar el experimento se iniclaron los recuentos, en
nimgro de tres y espaciados unos quince dims,
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TABLA 1

Nfimero de pustulas por hoja en plantas enteras

Valores medios de 24 plantas por variedad

“"Kiruna” "Mirela” "Aurora” "Bikini”
método 1 3,52 1,02 ~0- 3,28
nétodo 2 0,69 0,22 -0- 0,06
método 3 1,97 0,51 -0- 0,61

TABLA 2

Nfimero de fustulas por esque je,valores medios hoja .

"Kiruna" "Mireia” “Aurora’ "Bikini"
e p/h e p/h e p/h e p/h
método 1 6 1,03 8 0,5 S -0- 7 0,8
método 2 3 0,01 7 <0- 6 -0- L 0,03
7 0,20 5 0,09 9 -0- b : 1,02

método 3
e - n° de esquejes en los que se pudo realizar el

contaje al final de la experiencia

p/h n® de pfistulas por hoja



TABLA 3

Nfimero de fHustulas y lesiones locales en hojas ais-

ladas, valores medios de 72 hojas por variedad,

"Kiruna” "Mirela"” "Aurora’ "Bikini®

pp 11 pp 1 pp 11 pp 11
métodol 4,1 - 0,92 # ~0- ### 2,95 #
método 2 0,3 - -0~ - “Qe - ' -
método 3 2,5 - 0.32 - -0~ ## 0,51 -

PP n® de pﬁstulas por hoja

11 ngﬁe lesiones locales

- ausentes
# menos de 5 por hoja
## de 5 a 10 por hoja

 idd mé&s de 10 por hoja



Se repitid el experiemnto mediante inocula -
cién de una emulsién de esporas en acelte de parafina se
gfin el método anteriormente descrito,sobre plantas ente-
ras., Se utilizaron diecisels plantas para cada variedad.
Los recuentos se hicleron a los quince dias y un més de
la inoculaciédn.

Las plantas se distribuyeron en cinco grupos
seglin la gravedad de las lesiones medida en forma de nfi-
mero de phstulas visibles en las hojas del sexto y septi
mo verticilos contando cuatro brotes de cada planta.

- grupo 0 ......,. ningln sintoma »

# grupo 1 .... ... entre 0 y 0,5 p°ustulas/hoja
## grupo 2 ,....... entre 0,5 y 1,1 pfist,/hoja
### grupo 3 ........ entre 1,1 y 2 pfist,/hoja
#H## grupo 4 ,....... m&s de 2 pGstulas por hoja

Posteriormente las varledades fueron clasifica -
das en cinco grupos segun su sensibilidad ( - inmunes, #
resistentes. ## medianamente sensibles, ### sensibles y
#### muy sensibles)., Los resultados se recogen en la ta
bla 4, condiciones de canpo, ¥y 5 inoculacidn artificail
en invernadero.

Se estudiaron con precisidn las rescciones a la ing
culacién de esque jes, plantas de invernadero y hojas ais
ladas, en los tipos inmunes, resistentes y sensibles y ,
siguiendo las normas aconse jadas por Stakman y Harr, 1957
(cit.Wood,1967), hemos agrupado las distintas reacciones
en seis fipos de infecciéng

tipo de infeccidn Reaccién del huesped

0 Inmune , No se desarrollan pfistulas
Pueden aparecer lesiones -
necrbticas puntiformes de
color blanco dificilmente
.visibles a ojo desnudo,

1 Muy resistente Pfistulas muy peguenas ro-
deadas de Area necr8tica.

2 Resistentes PGstulas pequenas o media-
nas, generalmente una por
lesidn,rodeada de un halo
clorétlco o necrbtico relg
tivamente ancho.

3 Susceptibles Pfistulas de tamafio mediano
generalmente separadas,sin
te Jidos necr8ticos pero en
las que aparecen halos clg
r8ticos con relativa fre-

cuencia.



TABLA 4

recuentos

i 2 3 calificacifn raza color
ALICE 3 3 L #H### M/A amllo.
AURORA ROJO O 0 0 - M ron
AURORA ROSA 0O 0 e - M rosa
BIKINI 2 3 3 ### M ammllo,
CABALIERO 2 2 2 ## M rojo
CANDID 1 2 2 ## M blanco
EVA 1 1 1 # M amllo,
INES 1 1 2 # M rosa
KIRUNA 3 3 L ### M blanco
MIREIA 1 1 1 # M T088
LUX 1l 1 2 ## M amllo;’
PIRINEU 2 2 2 # M blanco
ROBERTINO 1 1 1 # M rojo
SATURNO 1 1 1 # M rojo
SESTRIERE 2 3 3 #H## M blanco
SITJES 1 2 2 ## M rojo
TOKIO 2 2 3 ## M amllo,
WHITE SIM 4 y L #H##H A balnco
WILLIAM SIM 4 by L #i## A balnco
CARMEN 1 1 2 # M rojo

Resultados del sereening preliminar de la resistencia I'r

frente a Uromyces caryophyllinus de veinte variedades de

clavel inoculados en condiciones de campo, valores medios
de treinta plantas p.0,05/

-= grupo 0 ‘

# grupo 1 § ##f# grupo 3 A americano

## grupo 2 ; #### grupo b M mediterraneo



TABIA 5

recuentos
1 2 calificacién

ALICE 4 4 #H###
AURORA ROJO 0 0 -
AURORA ROSA 0 0 -
BIKINI 3 3 ###
CABALLERO 2 2 '##
CANDID: 2 2 ##
CARMEN 1 2 #
EVA 2 2 #
INES 2 2 #
KIRUNA I n #H#
MIREIA 1 2 #
LUX 2 2 ##
PIRINEU 2 3 ##
ROBERTINO 2 2 #
SATURNO 2 2 #
SESTRIERE I I #it#
SITJES 2 3 ##
TOKIO 3 3 ##
WHITE SIM L b #H##
WILLIAM SIM b " #A#H

Resultados obtenidos en la inoculacién artificial con
emulsidn de esporas en aceite de parafina de plantas mapn
tenidas en invernadero., Valores medios de dieciseis plan
tas, p10,05. (calificacién ver tabla 4). ’



4 Muy susceptibles Pfistulas grandes a menudo
confluentes, Las lesiones
carecen de halo clorbtico
¥ nunca aparecen necrosis,

5 Heterogeneo Plentas con pfistulas de ti
vologia varia que a veces
incluyen a todos los ante-
riores,en una misma planta

En la tabla 9 se ofrece el resultado de clasiflicar
de acuerdo con esta escala las distintas variedades estu
diadas y su relacidn con el nfimero de plistulas por hoja.
valor medio global ponderaddien condioliones de campo y .
el grada de sensibilidad asignado.

Se examinaron también cuidadosamente los resul
tados de la inoculacién artificial de hojas escindidas ,
mantenidas en cAmara hiimeda a temperatura ambiente,

Se pudo observar la aparicidn en las varieda«
imunes de unas lesiones puntiformes en las que aparece -
un halo que no sintetiza almid“on y que se convierte en
una lesidn necrbética, que no es visible en condiciones de
campo si no es con ayuda de instrumentos 6pticos. La apa
ricién del halo suele ser entre las cuarenta y ocho y las
stenta y dos horas después de la inoculacién en las varie
dades inmunes. Mientras en las sensibles tarda de cuatro
a ocho d1as en hacerse claramente visible,

Los resultados de los distintos tipos de ino«
culacién son concordantes ,teniendo en cuenta que el nfime
ro de lesiones siempre es mayor en las plantas de inver-
nadero o en cé&maras hmedas,

Aparecen distintos grados de reaccibn y, en -
contra de la suposicidn de Landsade,1961, nosotros hemos
encontrado dog8 varliedades "Aurora rojo” y "Aurora rosa"
inmunes, por lo menos en la actualidad a las variedades
del patéteno existentes en la comarca de E1 Maresme,

En lineas generales la resistencia parece re-
lacionada inversamente con el vigor ¥ la existencia de pig
mentos antoclanos, Las plantas 8 sensibles son, en gew
neral las m&s vigorosas,de crecimiento fapido,hoja color
verde amarillento y flores claras,

Las obervaciones realizadas sobre plantas en
condiciones contr ladas manifestaron el efecto de la tem
veratura y la nutricién nitrogenada sobre el desarrollo
de las Pustulas; -

1) En las variedades sensibles la temperatura modi-
fica la expresion de las fustulas, As{ en la cv, "Bikini”
durante los meses frios aparecen fustulas del tipo tres,
mientras sn verano en la misma variedad las lesiones son
del tipo dos, En la cv, "Kiruna" podemos observar duran
te el verano la formacfon‘de halo necr8tico alrededor de
las lesiones,



TABLA 6

Tipo de infeccidn

VARIBADES

Grupo Se

nsibilidad

Aurora rojo
Aurora rosa

Robertino

Carmen
Eva
Lux
Mireis

Caballero
Pirineu
Saturno
Sestriere
Tokio

Alilce
Kiruna
William Sim
White Sim

Bikini
Candid
Sitges

DOW EEWE DWHNNND HMNRH ~ 0O

Distribucién de las variedades segfin los tipos de infec-
¢ién y su relacidn al nfimero de pfistulas por hoja y sen-
sibilidad global asignada,

0, inmune;
tible;

4 ,muy susceptible;

l,muy resistente;
5, heterogeneo.

2, resistente;

3,suscep-

clasificacién atendiendo al nfimero y tipologia de las

lesiones,




2) Cuando se fuerzan las dosis del abonado nitroge-
nado se manifiesta un aumento de la sensibilidad,que se
traduce no en un aumento del nfimero de pflistulas sino en
un cambio en el tipo de infeccibn.

La comparacidn de sistemas con distinto grado de com
patibilidad, asi como el efecto de la temperatura y del
contenido en nitrégeno, nos lleva a pensar en un mecanis
mo de hipersensibilidad como responsable de 1la inmunidad
de las plantas del grupo “Aurora”,

La reaccién de hipersensibilidad se caracteriza por
la muerte F4pida de los tejidos con aparicién de la ne--
crosis correspondiente, mucho antes de que enplecen a -
aparecer los sintomas en los sistemas compatibles, Las -
primeras células que son invadidas por los haustorios -
procedentes de la hifa radicada en la vesfcula subestomé
tica, mueren inmediatamente, por lo que el pardsito que=
da rodeado de células muertas a partir de las cuales es
incapaz de nutrirse. E1 material de reserva de la espora
se agota durante e periodo de germinacfon (Schipper y
Mirocha,1969) por lo que al faltar el suministro el hon-
g0 muere,

Sumario

En estas pruebas se estudid el empleo de la inocu-
lacidn artificial y su aplicacidn respectiva sobre plan-
tas intactas cultivadas en invernadero, esquejes y hojas
aisladas. De entre los métddos ensayados, la inoculacibn
con una emulsién de esporas en aceite de parafina parece
el m&s adecuado en todos los casos y o8 el método de -
eleccidn, y el empleado en todos los demAs experimentos,

Se procedid a clasificar un conjunto de variedades
mediterraneas adaptadas a las condiciones ecolbgicas de
la comarca de E1 Maresme y se incluyeron dos variedades
americanas tipo Sim, E1 resultado de estas prued s fué
evidenciar la existencla de sistemas con distintos gra -
dos de compatibilidad que van desde la inmunidad (cv.”An
rora rosa” y "Aurora rojo”) hasta distintos grados de sus
ceptibilidad.

El estudio de 1los mecanismos de reaccibn en
sistemas de distinto grado de compatibilidad ha permiti-
do demostrar que la inmunidad y la resistencia son debi-
das a un fenbmeno de hipersensibilidad.
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