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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, el rendimiento de las cosechas es un 22% mas bajo de lo que potencialmente
podrian ser. Entre los principales factores causantes de esta reduccion de rendimiento
estan las enfermedades en las plantas, las cuales reducen mucho, ademas, la calidad de
las cosechas. Dichas enfermedades también ocurren por el uso intensivo de quimicos, por
eso se intenta promover una agricultura limpia y sostenible.

En este proyecto, vamos a ver la resistencia de tres variedades de cebada frente al oidio,
que es un hongo fitopatdégeno que causa grandes e importantes pérdidas econdmicas,
también veremos que cada planta puede tener diferentes mecanismos de resistencia frente
a dicho hongo.

2. OBJETIVOS
El objetivo de este proyecto es comprobar la respuesta que tienen tres variedades de
cebada al sufrir una infeccion por oidio y ver como se defiende cada una, limitando o no la
germinacion del patégeno y afectando la produccion de hifas, mediante mecanismos de
resistencia como las papilas o la reaccion hipersensible (HR), para comprobar la planta
que presenta mayor resistencia.

3. FUNDAMENTOS TEORICOS

Primero se comenzara hablando sobre el oidio, una de las enfermedades de hojas mas
extendida de los cereales en el mundo. Los cereales afectados tendran problemas de
produccion. Esto provocaria pérdidas a los agricultores.

El indculo primario, es decir la principal manera de dispersion del hongo, son las conidias
(conidiosporas) que se dispersan por el aire. Una vez que germina, produce un tubo
germinativo primario (PGT). Después produce el tubo apresorial (AGT), que iniciara la
infeccion. Para ello produce un apresorio, una especie de gancho que sirve para ejercer
presion sobre la célula y penetrarla. Si lo consigue creara un haustorio, una estructura para
robarle a la célula el alimento. El haustorio tomara nutrientes que le permiten al hongo
crecer y producir hifas a su alrededor, que a su vez forman apresorios secundarios que
penetraran a otras células.




4. MATERIALES Y METODOS

a. Disefo del material experimentado y/o de los instrumentos de recogida de informacién

Se precisa de:

=>» Tubos para sembrar las plantas.

=>» Torre de inoculacion, para dispersar las esporas de las hojas enfermas a las sanas con
un compresor de aire de manera uniforme.

=> Porta para montar una hoja con esporas y visualizarla en el microscopio mas adelante.
=>» Placas de petri, con un papel humedecido en una solucién de etanol:acido acético en
proporcion 3:1 para la clarificacién de la hojas o una solucion de acido lactico:glicerol:agua
en proporcion 1:1:1. para la fijacion.

= Aniline blue al 1% para tefiir las hojas.

= Microscopio para evaluar las hojas e identificar las diferentes estructuras de infeccién

del hongo.

b. Disefo del trabajo de laboratorio
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Fig.2. Siembra

Fig. 3. Planta 10 dias

En primer lugar, se sembraran semillas de los diferentes genotipos
en tubos para inocular posteriormente sin tener que cortar las
plantas. Dichos tubos se dejardan en una camara climatica para
controlar su luz y temperatura.

Para el experimento se utilizaran hojas de unos 10 dias y se
utilizaran hojas previamente infectadas y que contienen el hongo en
fase de esporulacion. Se utilizara la torre de inoculacién para soplar
las esporas de las hojas enfermas a las sanas. Bajo la torre se
colocaran portas de microscopio para realizar el conteo de esporas y
verificar la viabilidad de las mismas. Tras la inoculacion, las plantas
se incuban en una camara climatica con condiciones que favorecen
la infeccion.

A los ocho dias se evaluan los sintomas macroscoépicos de la
enfermedad. A las 48 horas de la inoculacién las plantas se fijan
en placas Petri sobre papel impregnado de una disolucién de
solucion de etanol:acido acético en proporcion 3:1. Se dejan en la
solucion hasta su decoloracion. Tras esto, se cambian a nuevas
placas de Petri donde el papel estd humedecido con una solucién
de acido lactico:glicerol:agua en proporcion 1:1:1.

Fig.4. Decoloracion de las hojas



Posteriormente, las muestras se tifien con una solucién de aniline blue al 1%. La solucion
se deposita sobre el cubre, después la hoja, se echa un poco de lactoglicerol al porta y
finalmente el cubre con la hoja adherida se deposita sobre el porta.

Finalmente se evalluan microscépicamente las muestras, identificando las estructuras de
infeccién del hongo y los mecanismos de resistencia que detienen su crecimiento.
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Fig. 5. Observacion de estructuras de infeccién en el microscopio

Los datos obtenidos se introducen en una pagina Excel. Se determinara la media, el error
estandar y se creara la grafica comparativa de los genotipos.

c. Planificacién de la investigacion

® 12 Sesion: 30/10/2023

Breve explicacion de las normas de seguridad en el laboratorio, objetivos del proyecto,
introduccion a las enfermedades de las plantas y las respuestas de resistencia. Explicacion
de las sesiones y comienzo de la experimentacion y siembra de plantas.

® 27 Sesion: 29/11/2023

Inoculacién, identificacion y conteo de esporas,

incubacién de plantas, evaluacion de sintomas macroscépicos, preparacion de muestras
para microscopia.

® 32 Sesion: 31/1/2024

Evaluacién de muestras al microscopio.

® 42 Sesion: 21/2/2024

Andlisis e interpretacion de datos. Elaboracion de un péster cientifico.
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Fig. 6. Disfinias fases de la investigacion.



5. RESULTADOS

a. Recogida de datos

Con los instrumentos y herramientas necesarias para la obtencion de datos, disponiendo
del microscopio y una muestra previa para ser examinada por este, se recogen los datos
realizando mas de una repeticion de cada genotipo para poder realizar un analisis
estadistico. Se apuntan los datos observados en cada una de las muestras para asi poder
percibir las diferencias entre cada una. Estos documentos son valorados a través de unas
tablas en las que se clasifican dependiendo de la presencia que haya de distintos
mecanismos de resistencia en cada muestra. En cada columna se tomaran apuntes a partir
de lo observado a través del microscopio. Contando asi, la germinacion, formacion de
papilas, de HR y por ultimo de hifas que puedan encontrarse en la hoja inoculada.

A partir de los distintos resultados que han sido obtenidos a partir de las muestras, en las
diferentes graficas se pueden hacer comparaciones entre estas que sirven de ayuda para
su entendimiento. Asi podemos valorarlas basandonos en lo observado en ellas. Los
resultados son introducidos en un archivo de Excel para poder clasificar los resultados de
forma correcta. En cada grafica se podra observar el efecto que ha tenido el hongo en los
diferentes genotipos.

6. DISCUSION

En cada grafica determinar la valoracion de datos obtenidos, dar informacién sobre los
diferentes porcentajes en presencia de HR, formacién de papilas y colonias creadas por
hifas. Se comparan asi las muestras de los diferentes genotipos, entre: Riso R, Riso Sy
P01. En cada grafica se valorara los diferentes genotipos a partir de las muestras
estudiadas de cada uno.

200,0 Papilas

100.0 Grafica que representa el numero de
’ muestras de cada variedad que presentan
la formacion de papilas.

0,0
RisoR RisoS P01
20,0 HR
Grafica que representa el niumero de
muestras de cada variedad que
presentan una respuesta hipersensible
0,0
RisoR RisoS P01




7.

8.

50,0 "i" S

muestras de cada variedad que presentan
la formacion de hifas por parte del hongo
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CONCLUSIONES

- Nuestro objetivo era descubrir los mecanismos de defensa de las plantas frente a los
patégenos

- Finalmente, hemos descubierto que los genotipos RISO-R y P01 son los mas
resistentes al oidio porque limitan la formacién de hifas por parte del hongo.

- Y el genotipo RISO-S es susceptible.
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ABSTRACT

Los factores ambientales adversos, las enfermedades y las plagas reducen la calidad de
las cosechas, las cuales pueden representar un 22 % menos de su rendimiento en
condiciones optimas. La lucha frente a estas enfermedades no debe hacerse solo con en el
uso intensivo de agroquimica ya que tiene un gran impacto ambiental negativo y amenazan
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 el mayor
rendimiento, calidad y sostenibilidad. En este proyecto se identifican los mecanismos de
resistencia de diferentes variedades de cebada (Riso R, Riso S, y P01) al oidio, un hongo
fitopatdgeno que causa importantes pérdidas econdémicas, para poder seleccionar plantas
con mecanismos de resistencia durable, lo cual es esencial en el marco de una agricultura
sostenible. Las distintas variedades de cebada se inocularon con oidio utilizando una torre
de inoculacion y una pistola de aire a presion. Se tomaron datos de germinacion y de los
diferentes estadios de infeccion del hongo. Posteriormente, se realizaron tinciones
especificas para las estructuras del hongo (conidias y estructuras de la infeccion), lo que
permitié la identificaciéon al microscopio de los diferentes mecanismos de resistencia. Los
datos demuestran que los genotipos Riso R y P01 son mas resistentes, presentando Riso
R una resistencia a la penetracion celular y P01 una resistencia hipersensible, mientras
que el genotipo Riso S es mas susceptible a la infeccidn por el oidio. Los investigadores
participantes del IAS estan financiados por el proyecto [PID2022-1425740B-100] financiado
por: MICIU/AEI/10.13039/501100011033 y por FEDER, UE



