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Resumen


La influencia ambiental y genética sobre la podredumbre blanda del capítulo de girasol, causada por ascosporas de Sclerotinia sclerotiorum, fue estudiada utilizando observaciones de su incidencia sobre híbridos comerciales, durante las epifitias naturales de 1987/88 (Balcarce) y 1997/98 (Cnel Suárez). Usando técnicas de regresión se identificaron variables meteorológicas independientes fuertemente asociadas con la enfermedad, durante los períodos susceptibles ligados a la infección y a la penetración e invasión miceliar del receptáculo. Los valores medios de incidencia derivados de las observaciones hechas en los híbridos agrupados según fecha de principio de floración y grado de susceptibilidad al patógeno (GS), constituyeron la variable dependiente. Un modelo lineal general (validado con datos independientes) incluyó una variable hídrica-térmica (períodos de 1 y 2 días con precipitación y alta humedad relativa: relación positiva con la temperatura) asociada a la infección y dos variables térmicas (pendientes negativas) vinculadas al proceso de penetración e invasión miceliar, discriminando por GS. También incluyó el efecto interactivo entre GS y una de la variables térmicas. 
Summary


Environmental and genetic factors influencing Sclerotinia sclerotiorum epidemics arising from ascospores infection of the sunflower heads, were studied using field incidence observations registered on comercial hybrids in the cycles 1987/88 (Balcarce) and 1997/98 (Cnel. Suárez). Using regression techniques, meteorological independent variables appeared to be highly associated with disease incidence, during the periods of infection and mycelia development. Mean observed incidence data derived from hybrid disease observations grouped by similar date of beginning of flowering and susceptibility to the pathogen (S), resulted the dependent variable. A general linear model, with S as discriminant variable, included a hydric-themal variable (number of periods with precipitation and high relative humidity, with temperature positive link) associated to the infection and two thermal variables (negative slopes) related to the mycelia development into the head tissues. An interactive effect between S and one of the thermal variables was also included.   

Introducción


La podredumbre blanda del capítulo, causada por la forma sexual del hongo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, es una enfermedad del cultivo de girasol que se presenta en muchas regiones de Argentina, provocando sus mayores daños en el sudeste y sur de la provincia de Buenos Aires (Pereyra y Bazzalo, 1988). Las pérdidas directas  ocasionadas por esta enfermedad llegan a un 10 o 20 %, aunque en muchos casos los daños se incrementan por degradación de la calidad del grano cosechado (Pereyra y Escande, 1994).


En el suelo, las formas de resistencia del hongo o esclerocios, expuestas a condiciones térmicas e hídricas adecuadas, germinan carpogénicamente originando apotecios, que liberan ascosporas al aire. El viento impulsa las ascosporas (inóculo primario) sobre el disco floral del girasol, pudiendo germinar si ocurren lluvias o muy alta humedad. El micelio blanco resultante se desarrolla entre las flores y puede penetrar e invadir el receptáculo. El período crítico del girasol para la  infección es la floración. La velocidad de desarrollo del micelio dentro del receptáculo se intensifica con bajas temperaturas y alta humedad ambiente (Pereyra y Escande,1994). 


El objetivo de este estudio fue identificar las condiciones meteorológicas favorables para la infección y la penetración e invasión miceliar,  considerando el grado de susceptibilidad de los híbridos analizados y bajo el supuesto de inóculo primario no limitante. Por medio de ecuaciones de regresión se cuantificó el efecto de la componente genética y ambiental (en forma individual e interactiva) sobre la incidencia de la enfermedad.

Materiales y Métodos

    1-Desarrollo de modelos predictivos. Un programa de computación escrito con el lenguaje SAS (1988) permitió construir numerosas variables ambientales (independientes) y analizar su grado de asociación  con los valores de incidencia observada de la enfermedad (variable dependiente), bajo condiciones de infección natural. A partir de la fecha de principio de floración (PF) de los híbridos de girasol disponibles, se analizaron distintas longitudes de los lapsos para los procesos de infección y de penetración e invasión miceliar, seleccionando aquellos que presentaron las relaciones más estrechas entre las variables ambientales y genética con la incidencia de S. sclerotiorum. El método Rsquare (SAS, 1988) permitió evaluar todas las posibles ecuaciones de regresión lineal, desde las simples hasta las múltiples con cuatro variables independientes (algunas afectan el proceso de infección, otras la etapa de penetración e invasión miceliar del receptáculo), comparando sus coeficientes de determinación (R2). Muchos de los modelos alternativos presentados por este último procedimiento fueron eliminados al evaluarse el sentido biológico y estabilidad del signo de los coeficientes de regresión. Mediante el procedimiento GLM (SAS, 1988) se definieron modelos lineales generales para predecir la incidencia de la enfermedad, estableciendo como variable clasificatoria el grado de susceptibilidad de los híbridos. Las variables meteorológicas fueron evaluadas como componentes lineales, analizándose también el efecto de interacción de las mismas con la componente genética.

Incidencia observada de la enfermedad (IO%). Se usaron las incidencias (% de plantas afectadas en madurez fisiológica) observadas en 45 híbridos de girasol sembrados en la EEA Balcarce (Lat.:-37,45 S, Long.: -58,18 O) en 1987/88 y en 53 híbridos implantados en Cnel Suárez (Lat.:-37,50 S, Long.: -61,95 O) en 1997/98. Los híbridos se clasificaron según su grado de susceptibilidad al patógeno (GS) en susceptibles (S), moderadamente susceptibles (MS) y  moderadamente resistentes, de acuerdo a Pereyra y Bazzalo (1991) y Quiroz et al. (1998), para los ciclos 1987/88 y 1997/98 respectivamente. La variable dependiente finalmente usada en el análisis de regresión surgió de promediar los valores de incidencia observada en los híbridos agrupados según fecha de PF y GS (IO%, n=46) (Tabla 1). 

Variables meteorológicas independientes: a partir de los registros diarios de temperatura máxima (Tmax) y mínima (Tmin), humedad relativa (HR:promedio de valores tridiurnos: 9,15 y 21 h) y precipitación (Prec), de los observatorios meteorológicos del INTA Balcarce y Servicio Meteorológico Nacional en Cnel Suárez, se calcularon los valores de las siguientes variables meteorológicas:

Proceso de infección: NP1: en el lapso monitoreado se calcula el número de días con registros simultáneos de Prec (>=0,2 mm) y HR>= 75%. NP2: número de períodos de dos días con Prec (>=0,2mm) y HR>= a 75% en el primero y una HR>=  a 70% en el segundo día. NP12: se suman los valores obtenidos para las variables NP1 y NP2. Cada día o período de dos días que satisface las condiciones especificadas en las variables precedentes suma 0,5 si la temperatura media (Tmed=(Tmax+Tmin)/2)  del día o el promedio de los 2 días del período es <= a 15,0 °C; acumula 0,6 si Tmed es >15,0 y <=17,5 °C; 0,9 si Tmed>17,5 y <=21,5 °C; acumula 1 si Tmed>21,5°. También NP1 se evaluó sin corrección térmica (NP1sct).  

Penetración e invasión miceliar del receptáculo: TxM: temperatura máxima media: se divide la sumatoria de las Tmax diarias por el número de días del lapso monitoreado. TnM: temperatura mínima media: idem TxM pero para las Tmin.  GDN: si las Tmed diarias son > a 21,0 C y < a 25,8 C, se va acumulando para todo el período el residual resultante de la diferencia entre la Tmed diaria y el umbral de 21,0 C (grados día). GDP:  se suman los valores de Tmed para aquellos días en los cuales la Tmax es < a 25,5 °C. Otros factores hídricos (frecuencia y cantidad de precipitación) y térmicas fueron evaluadas,  además de variar los umbrales especificados en la variables detalladas.

2-Validación.Utilizando la información con la que se desarrollaron los modelos predictivos, se realizó un gráfico de dispersión de puntos que relacionan los valores de incidencia observados con los predichos por el mejor modelo lineal general, en torno a la recta de ajuste perfecto (1:1). En segundo lugar se usaron valores de incidencia observados (no participaron en el desarrollo de modelos) en 26 y 27 híbridos, en las EEA INTA Balcarce y Barrow (Lat.:-38,32 S, Long.: -60,25 O) respectivamente, en el ciclo 1997/98. Los valores de incidencia de la enfermedad (IO%, n=29), surgidos de promediar las incidencias observadas en los híbridos agrupados según fecha de PF y GS (Quiroz et al., 1998), también se contrastaron en un gráfico de dispersión con los predichos por el mejor modelo lineal general. La correspondencia entre ambos valores de Incidencia (IO% y IP%) fue analizada por el test de “t” de observaciones apareadas (Proc Mean y Univariate, SAS, 1988).Como medida del error incurrido, se calculó la raíz cuadrada de la media de la suma de los cuadrados de los 29 desvíos entre los valores observados y predichos (ECM: error cuadrático medio). 

Resultados y Discusión
 
Las mejores asociaciones ambiente-enfermedad se registraron en el período que se inicia en la fecha de principios de floración (PF) y se extiende hasta completar una acumulación térmica de 285  y 350 grados día (temperatura base: 4°C; Villalobos y Ritchie, 1992) para el proceso de infección y de penetración e invasión miceliar respectivamente.

 
De acuerdo a la Tabla 2, las variables que mejor explican la variación de la incidencia  podredumbre blanda del girasol (P<=0.05) cuando integran modelos univariados de regresión fueron NP1 (infección) y las térmicas GDN, TxM y TnM (penetración e invasión miceliar), con R2 de 0,57, 0,56, 0,51 y 0,49 respectivamente. Las ecuaciones que incluyeron las variables térmicas observaron pendiente negativa. El modelo univariado que incluyó a NP1sct registró un valor de R2 de 0,39, contra 0,57 registrado por la misma variable con corrección térmica (NP1). Cuando la variable GS (toma valores 0 para híbridos S, 1 para MS o 2 en los MR) se integra como componente líneal a NP1 o GDN, los modelos resultantes pudieron explicar algo más del 80 % de la variación de la incidencia de la enfermedad. El mejor modelo trivariado estuvo conformado por las variables GS, TnM y GDN (R2=0,858). Algo más del 87 % de la variación de los niveles de incidencia se explicaron con un modelo que integra las variables anteriores con NP2 o NP12. 


Mediante el procedimiento GLM del SAS se detectaron efectos significativos de interacción entre la componente genética clasificatoria (GS) y la variable meteorológica de tendencia líneal GDN. El efecto principal de las variables NP12, TnM y GDN,  más el de interacción señalado pudieron explicar el 89 % de la variación de la incidencia de la podredumbre blanda del girasol, discriminando por el significativo efecto del grado de susceptibilidad de los híbridos analizados  (Modelo 1) (Tabla 3). 

 Validación. En las Fig. 1 y 2 se observa el satisfactorio ajuste a la recta de ajuste perfecto de los puntos que relacionan los valores de incidencia observados vs. los predichos por el modelo 1, para los datos que participaron en el desarrollo del modelo (Bal: 1987/88-CS: 1997/98) y los independientes (Bal-Baw, 1997/98) respectivamente. Para estos últimos datos, un valor de “t” calculado de 0,96 entró en la zona de no rechazo de la hipótesis nula de que la media de las diferencias entre los valores observados y predichos es igual a cero (Prob>|t|=0,35). Se satisfizo el supuesto de normalidad de la población de donde se extrajo la muestra de 29 diferencias entre IO-IP (estadístico W (Shapiro-Wilk): W=0,98, Prob<W=0,90). Se obtuvo un bajo valor del ECM (6,8).


De acuerdo a Lamarque (1983), la infección del capítulo de girasol por las ascosporas del hongo solo es posible si los órganos florales externos son recubiertos por agua libre durante 42 horas contínuas. La mejor aproximación a este requerimiento se encontró en este estudio en las variables NP1, NP2 y NP12 que combinan la ocurrencia de lluvia, fuente del mojado inicial, con registros de alta humedad relativa del aire en el día de la precipitación (NP1) y el siguiente (NP2). Se interpreta que los múltiples procesos de infección (germinación de la espora hasta establecimiento de relación parasitaria con el huesped) se verán incrementados cuanto mayor sea la frecuencia de ocurrencia de las condiciones señaladas antes. A este requerimiento de mojado se suma la muy fuerte y decisiva influencia del factor térmico, en sentido directo cuando coincide con los lapsos de mojado e inverso (variables GDN, TnM, TxM) cuando actúa sobre el proceso de penetración e invasión miceliar del receptáculo. Concordante con lo anterior, Pereyra y Escande (1994 ) señalan que el desarrollo rápido del micelio dentro del receptáculo depende de la ocurrencia de temperaturas moderadas a bajas. 


 La disponibilidad de un programa versátil de computación (escrito con el lenguaje del paquete SAS), permitió evaluar numerosas variables meteorológicas y definir el período más apropiado de monitoreo de las mismas. La duración del lapso, a partir del inicio de la floración, se expresó en unidades fisiológicas de acumulación térmica (no cronológicas) para tener en cuenta posibles diferencias en la incidencia de la enfermedad atribuibles a la demora en completar el período sensible por efecto térmico. 


Observaciones en ataques naturales han mostrado diferencias significativas en la susceptibilidad de los genotipos frente a la enfermedad (Vear y Tourvieille de Labrouche, 1984, Pereyra et al, 1991). Si estos disímiles comportamientos, observados en híbridos que florecen el mismo día, se relacionan con la necesidad de un mojado prolongado del capítulo, características diferenciales de intercepción y almacenaje del agua de lluvia y su secado deberían considerarse. Moschini et al. (1989) encontraron diferencias apreciables en la capacidad de almacenar agua de los capítulos de girasol, de acuerdo a sus ángulos de exposición a una lluvia artificial, durante media hora. También podría analizarse el rol que juega dicho ángulo de exposición en el régimen térmico del capítulo (Ploschuk y Hall, 1991). 


Con muy buenas condiciones ambientales (fecha PF: 20/1/88), se encontraron diferencias apreciables en los niveles de enfermedad predichos por el modelo 1 entre los genotipos MR y S, que oscilaron entre 80% a 46% respectivamente. La tendencia general de esta relación es equiparable a la encontrada por Pereyra et al. (1995), trabajando con infecciones artificiales (70% a 30%). Con ambiente poco propicio para el patógeno, ambos genotipos manisfestaron comportamientos más similares
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Tabla 1 : Incidencia media observada (IO%) de S. sclerotiorum  surgida de promediar los valores observados en híbridos de girasol agrupados por similar fecha de principio de floración (PF en día juliano) y grado de susceptibilidad (GS): susceptibles (S), moderadamente S (MS) y moderadamente resistentes (MR). Se consigna el número de híbridos incluídos en cada promedio. (Sitios: Balcarce y Cnel Suárez) 

	Sitio: Balcarce (1987/1988)
	Sitio: Cnel. Suárez (1997/1998)

	GS
	Fecha

PF
	Híbridos

N°
	Incidencia(IO%)
	GS
	Fecha

PF
	Híbridos

N°
	Incidencia

(IO%)









































	MR
	34
	1
	14.0
	MR
	14
	2
	21.0

	MR
	35
	2
	7.0
	MR
	15
	1
	15.0

	MR
	37
	1
	6.0
	MR
	17
	1
	16.0

	MR
	42
	1
	3.0
	MR
	18
	1
	25.0

	
	
	
	
	MR


	19
	1
	44.0

	
	
	
	
	MR
	20
	1
	48.0


Tabla 2.  Ecuaciones de regresión líneal simples y múltiples definidas para predecir la incidencia de la enfermedad (IP%) en función de variables meteorológicas y el grado de susceptibilidad de los híbridos de girasol utilizados.

______________________________________________________________________          

Ecuación a  
                                                                               R2

______________________________________________________________________

[A]
IP% = -6,61 + 15,75 x NP1                                                                        0,5707

[B]  
IP% = -72,92 – 5,04 x GDN                                                                       0,5592

[C]    IP% = 214,0 – 14,98 x TnM                                                                        0.4922

[D]   IP% = -5.02 + 8,36 x NP12                                                                          0,4749

[E]   IP% = 1,41 + 15,86 x NP1 – 10,6 x GS                                                       0,8046

[F]   IP% = 81,99 – 5,12 x GDN – 10,79 x GS                                                    0,8016

[G]   IP% = 152,5 – 3,71 x GDN – 6,77 x TnM – 10,35 x GS                            0,8584

[H]   IP% = 120,5 + 2,21 x NP12 – 3,11 x GDN - 5,33 x TnM - 10,42 x GS     0,8710

___________________________________________________________________

a Las variables NP1 y NP12 son calculadas en el período que se extiende desde el principio de floración hasta acumular 285 grados día. Las variables TnM y GDN se calculan desde principios de floración hasta acumular 350 grados día. La variable GS expresa el grado de susceptibilidad de los híbridos: GS=0 para los Susceptibles, GS=1 para los Moderadamente S y GS=2 para los Mod. Resistentes.

Tabla 3: Modelo lineal general para predecir la incidencia de S. sclerotiorum (IP%), en función de variables meteorológicas y sus interacciones con el grado de susceptibilidad (GS) de los híbridos al patógeno (GS=S susceptibles, GS=MS moderadamente susceptibles, GS=MR moderadamente resistentes). 

Modelo 1   (R2=0,8907, N=46)

GS=S               IP%=129,57 + 2,05 NP12 - 3,70 GDN - 5,65 TnM

GS=MS            IP%=120,31 + 2,05 NP12 - 3,61 GDN - 5,65 TnM

GS=MR            IP%=91,81 + 2,05 NP12 - 1,63 GDN - 5,65 TnM 
	FUENTE
	Suma de Cuadrados

Tipo I
	Estadístico F
	Prob > F

	
	
	
	

	GS
	3894,89
	39,36
	0,0001

	NP12
	8293,15
	167,61
	0,0001

	GDN
	1496,79
	30,25
	0,0001

	Interacción GDN*GS
	316,14
	3,19
	0,0522

	TnM
	1316,25
	26,6
	0,0001


Fig. 1: Dispersión de los valores de incidencia observados (IO%) en Balcarce (Bal:1987/88) y Cnel. Suárez (CS: 1997/98) vs. los predichos (IP%) por modelo 1 en torno a la recta de perfecto ajuste (1:1). S: híbridos Susceptibles, MS: Moderadamente S, MR: Mod. Resistentes.
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Fig. 2: Dispersión de los valores de incidencia observados (IO%) en Balcarce (Bal) y Barrow (Bw) en 1997/98 vs. los predichos (IP%) por modelo 1, en torno a la recta de perfecto ajuste (1:1). S: híbridos Susceptibles, MS: Moderadamente S, MR: Mod. Resistentes.
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