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RESUMEN

El manchado del grano/semilla de trigo produce una coloracion parda o negra y su
etiologia esta relacionada con un complejo fungico. Provoca serias pérdidas al reducir la
calidad comercial del grano y sus subproductos. El control con fungicidas es el método
mas utilizado en las enfermedades de semillas, aunque actualmente se exigen productos
mas naturales. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto biofungicida del hongo
Epicoccum nigrum y del extracto de ajo sobre la micoflora del grano, asociada al
manchado. De 6 variedades de trigo candeal provenientes de la Chacra Experimental
Integrada de Barrow, se aislaron los patdégenos mas representativos. Se aislé E. nigrum
de estas mismas muestras y se usaron otros aislamientos provenientes del cepario del
CIDEFI. Se realizaron ensayos in vitro de cultivos duales que se evaluaron con la formula
de Michereff et al. (1994). Se estudié el efecto de extracto de ajo acuoso (comercial),
sembrando los patégenos en cajas de Petri con APG y distintas concentraciones (0,5; 0,7;
1; 3 y 5ml de extracto acuoso cada 10ml de APG). Se evalu6 también el efecto sobre la
micoflora en las semillas, inoculandolas con una suspensiéon de esporas (2x10*
esporas/ml de agua destilada estéril) de E. nigrum y sembrandolas en cajas con APG,
cuantificando los porcentajes de colonizacion del antagonista y de germinacion de las
semillas. Lo mismo se hizo con el extracto acuoso, con cuatro tratamientos: sumersion de
las semillas en soluciones al 20% y 30%, durante 12 y 24 horas y luego se las sembro en
cajas con APG. Los patégenos mas relevantes fueron Alternaria spp., Fusarium
graminearum y Bipolaris sorokiniana. Los aislamientos de E.nigrum inhibieron el
crecimiento de B. sorokiniana un 21,84%, seguido por porcentajes similares de Fusarium
(18,92%) y por ultimo, con menor inhibicion Alternaria (4,61%). El extracto de ajo controlo
por completo el crecimiento de Bipolaris y de Alternaria con 3ml de extracto acuoso en

10ml de APG, y a Fusarium con una concentracion mayor, de 5ml/10ml APG.



INTRODUCCION

En la Argentina, el trigo candeal concentra su area de cultivo en el SE de la prov. de
Buenos Aires, habiendo tenido fluctuaciones en su produccién. Aunque el manchado del
grano se ha registrado desde hace décadas, la incidencia natural de esta enfermedad ha
aumentado en los Ultimos veinticinco afios, probablemente debido a un efecto de
interaccion entre la fertilizacion nitrogenada y los sistemas de labranza conservacionista
(Sisterna, 2014).

El manchado de la semilla/grano de trigo (Triticum spp.) y de otros cereales como arroz,
cebada y centeno, se caracteriza por una coloracion parda o negra en areas proximas al
embrioén, conocida como “escudete negro” (blackpoint), aunque en ataques importantes
también puede extenderse al area circundante, al surco o al cepillo (kernel smudge)
(Mathur & Cunfer, 1993). Esta enfermedad provoca serias pérdidas porque reduce la
calidad del grano debido a la coloracion o arrugado del mismo. La harina, la sémola y los
subproductos a partir de granos enfermos, frecuentemente contienen pecas negras y
particulas coloreadas que pasan a la harina perdiendo valor comercial (Dexter & Matsuo,
1982; Lorenz, 1986). Esta patologia que provoca el manchado del grano, mas importante
en trigo candeal que en pan, se ha relacionado con la infeccidon por un complejo fungico,
en su mayoria hongos “dematiaceos” (estructuras negras) de los géneros Alternaria,
Bipolaris, Drechslera y otros patégenos como Fusarium graminerarum (Ozer, 2005;
Wiese, 1987). También una micoflora débil con especies de Cladosporium, Nigrospora,
Epicoccum, Stemphylium spp., puede co- parasitar las semillas junto a los géneros
principales, difiriendo en agresividad (Warham et al., 1999). Por otro lado, la micoflora

patdgena se transmite a la parte aérea produciendo manchas foliares, producidas por



Alternaria spp., Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis, Curvularia spp., siendo de
esta forma la semilla una importante fuente de in6culo (Wiese, 1987).

El método mas frecuentemente utilizado para el control de las enfermedades de semillas
es el tratamiento con fungicidas, pero el uso continuo e indiscriminado de estas
sustancias puede conducir a la aparicién de formas resistentes del patégeno ademas de
afectar al ambiente y al hombre. La concientizacion ecolégica globalizada exige productos
mas naturales lo que ha llevado a implementar el manejo integrado para una produccion

de semillas libres de residuos toxicos. Dentro de éste, el control bioldgico y los derivados

botanicos aparecen como nuevas alternativas que pueden contribuir a minimizar los
dafos causados por los patégenos y reducir el uso de productos quimicos, ofreciendo
seguridad para el medio ambiente y una eficiente opcién agronémica. Entre los hongos
con posibilidades de biocontrol se encuenta Epicoccum nigrum Link (= E. purpurascens
Ehrenb.). Es un anamorfo Ascomycota, comun y ampliamente distribuido que coloniza
distintos tipos de sustratos y es asociado en principio con el decaimiento de los tejidos
vegetales (Andrews & Harris, 2000). Ademas, como otros hongos ubicuos, desarrolla un
estilo de vida endofitico y usualmente se encuentra en los tejidos internos de las plantas
(Schulz & Boyle, 2005). Como se dijo, esta registrado como un biocontrolador habiendo
antecedentes para Sclerotinia sclerotiorumen girasol (Pieckenstain et al.,
2001), Pythium en algodon (Hashem & Ali, 2004), Monilinia spp. en duraznero (Larena &
Melgarejo, 2009), Plasmopara en vid (Kortekamp, 1997) y Bipolaris miyabeanus,
Magnaporthe oryzae, Rhizoctonia solani y Sarocladium oryzae en arroz (Sena et al,
2013). En trigo hay investigaciones con buenos resultados en grano contra F.
graminearum, agente causal del golpe blanco (Jensen et al., 2016). También se han
realizado estudios en el manchado del grano con diversos microorganismos saprofitos,

entre ellos E. nigrum, donde se comprobd que disminuyé significativamente la incidencia



de las enfermedades que causan manchas foliares transmitidas por semilla (EI-Gremi et
al., 2017).

Relacionado con su accion frente a estos microorganismos han sido caracterizados
algunos compuestos con propiedades antimicrobianas, como epicorazina, epirodina,
flavipina, epicoccina, epipiridona, y epicocarina (Nighat et al.,, 2016). Hay escasos
estudios a nivel nacional sobre aislamientos nativos de Epicoccum spp. como
biocontroladores de hongos patégenos (Pieckenstain et al., 2001). Se han obtenido
resultados “in vitro” mostrando un gran potencial de este hongo, aislado del filoplano de
trigo, reduciendo el desarrollo de patégenos foliares de este cereal (Perellé et al., 2001).
Entre los derivados botanicos, se ha sefalado el efecto positivo que tiene el extracto de
ajo (Allium sativum L.; Familia Liliaceas) como antioxidante, antibacteriano, antifungico,
hipocolesterolémico y antiparasitario. Ha sido citada su accion fungicida sobre varios
hongos fitopatdgenos: Penicillium sp.; Aspergillus sp.; Fusarium sp.; Alternaria sp.;
Colletotrichum sp.; Pythium sp., Rhizoctonia sp., Curvularia sp., Bipolaris sp. (Ahmed et
al., 2002; Lalitha et al., 2011; Latif et al., 2006;). En trigo, Hasan et al. (2005) demostro
que el extracto alcohdlico inhibia totalmente la infeccién de B. sorokiniana en semilla. En
Argentina hay reportes preliminares de su efecto como estimulante del vigor en las
plantulas y como biocontrolador de hongos patogenos (Perell6 et al., 2013 a, b; 2015).
Estas cualidades son atribuidas a que el ajo posee sustancias azufradas bioactivas como
la alicina y alil-sulfuros (Arévalo, 1990).

Considerando que esta micoflora del grano de trigo candeal, puede afectar la calidad del
producto, su estudio y manejo sustentable podria presentar un avance para el logro de un
mejor alimento.

La presente investigacion representa un abordaje preliminar y la primera etapa en el
control alternativo de los microorganismos asociados al manchado con miras a su posible

aplicacion.



HIPOTESIS

El hongo Epicoccum nigrum y el extracto de ajo pueden tener un efecto antagénico sobre

la micoflora asociada al manchado del grano de trigo candeal.

Objetivos generales

Evaluar la capacidad antagonica de diferentes aislamientos de E. nigrum en la
micoflora asociada al manchado del grano de trigo.
Determinar el efecto del extracto de ajo sobre los hongos asociados al manchado

del grano de trigo.

Objetivos particulares

Aislar e identificar los hongos asociados al manchado del grano de trigo.
Seleccionar los hongos mas representativos asociados al manchado.

Obtencién y seleccion de cepas antagonistas de Epicoccum nigrum.

Analizar la interaccién “in vitro” de Epicoccum nigrum con los hongos
seleccionados.

Analizar el efecto del extracto de ajo sobre los hongos elegidos en ensayos “in
vitro”.

Evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre la micoflora de los granos.

- Con cepas de E. nigrum.



- Con extracto de ajo.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de semillas de trigo candeal fueron provistas por la Chacra experimental
Integrada de Barrow, Tres Arroyos, provincia de Buenos Aires, provenientes de un ensayo
conducido en 2017.

Las variedades utilizadas fueron las siguientes:

Muestra Variedad

1 BON. INTA FACON

BUCK ESMERALDA

BUCK PLATINO

BUCK GRANATE

BON. INTA QUILLEN

| O | WO N

BUCK ZAFIRO

Los ensayos de laboratorio fueron realizados en el Centro de Investigaciones de

Fitopatologia (CIDEFI), Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales U.N.L.P.

Aislamiento y seleccion de patégenos

Se realiz6 con el método del agar, siguiendo las normas ISTA (International Seed Testing
Association) (Neergaard, 1979).

El ensayo consistié en sembrar, en medio de cultivo agar papa glucosado (APG) al 2%,

semillas previamente desinfectadas en hipoclorito de sodio al 5% durante 10 minutos. Se



realizaron 3 repeticiones de cada variedad de trigo candeal, de 100 semillas cada una (10
semillas/caja de Petri).

Una vez sembradas, se dejaron incubar en camara de cria, con condiciones controladas
(21°+ 1°C; 75% HR; 12h de luz + UV/12 h de oscuridad) y luego de 5-7 dias se procedio a
la evaluacion mediante lupa estereoscopica y se determind el porcentaje de granos
contaminados y/o patogenizados por agentes fungicos. Se identificaron a nivel de género
los principales hongos aislados, mediante la utilizacion de claves taxondémicas y
bibliografia especifica.
Una vez analizados los resultados, se seleccionaron 3 patdégenos, los mas relevantes en
cuanto a su patogenicidad, y con mayor porcentaje de aparicion en todas las muestras.
Los mismos se repicaron para obtener colonias puras (repique a tubo de ensayo, con
APG, incubando en estufa entre 5 y 7 dias, a 25°Ct 1°C, 75%HR; en oscuridad) que

luego se utilizaron para los ensayos con el antagonista y con el extracto de ajo.

Obtencion del antagonista

Se aislo Epicoccum nigrum de diferentes sustratos: a partir de los ensayos con el método
del agar, se obtuvieron 12 aislamientos de las mismas semillas de trigo de las que se
aislaron los patégenos y se contd con cepas provenientes del cepario del CIDEFI: 3 de
semilla de cebada y 1 aislada del filoplano de Juglans sp.

Luego se realizé una seleccién de los aislamientos de trigo y cebada, en base a la
velocidad de crecimiento en APG a los 7 dias, incubados en estufa (25°C+ 1°C, 75%HR;
en oscuridad). Se transfirieron a camara de cria (21°t 1°C; 75% HR; 12h de luz + UV/12 h
de oscuridad) y a los 3 dias se hizo una evaluacion de esporulacién positiva o negativa.

Para esta seleccion se sembraron 3 repeticiones de cada aislamiento. Se analizo



estadisticamente (Test de Fisher) a fin de diferenciar los aislamientos con mayor

velocidad de crecimiento.

Cultivos duales

El potencial antagonico de los aislamientos de E. nigrum se evaludé con la técnica del
cultivo dual (Dal Bello et al., 1994). La misma consiste en colocar, dentro de cajas de Petri
conteniendo 9 ml de APG y a 4 cm uno del otro, dos discos de 5 mm de diametro del
patégeno y del antagonista, extraidos con un sacabocado. Se realizaron 4 repeticiones
por tratamiento (combinacion patdgeno/antagonista) con sus respectivos testigos. Las
cajas se incubaron en estufa a 25°C y en oscuridad por 6 dias. Se analizaron los
resultados a nivel macro y microscépico.

La evaluacion se realizé, mediante la formula de Michereff et al. (1994)

(MGC — MGT)
0 "’

MGI(%) = MGC

00

Donde,
MGI =Porcentaje de inhibicidon miceliar.
MGC = Long. Media del crecimiento miceliar testigo

MGT =Long. Media del crecimiento miceliar tratado.
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Uso del extracto de ajo y su efecto sobre los hongos elegidos en ensayos “in

vitro”.

La Empresa FIDELITY SECURITY S.A (*) facilitd el extracto acuoso de ajo al 100%
siendo su composicion: Disulfuro de alilo 4,9%, Trimetiltiourea 11,04%, Tiopental 3%,

Trisulfuro de alilo 8,7 %, Otros csp 100%.

Ensayos de crecimiento micelial

En cajas de Petri se incorporé el extracto de ajo al 100% en diferentes volumenes: 0,5 ml,
07 ml, 1 ml, 3ml y 5ml y se agregaron 10 ml de APG fundido y enfriado a una temperatura
de 25-30 °C. Las cajas con APG sin el producto se utilizaron como controles positivos. Se
incluyeron en todos los casos 3 repeticiones por tratamiento. En el centro del agar
solidificado se colocé un disco de 5 mm extraido de un cultivo de cada patdégeno a
ensayar. Las cajas se incubaron en estufa a 25 °C. La evaluacion se realiz6 a los 3y 6

dias midiendo el crecimiento diametral de las colonias.

11



*) Acuerdo realizado entre la empresa Fidelity Security S.A — Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales- UNLP. Tema:
y y g y
“EMPLEO DE EXTRACTOS NATURALES PARA EL CONTROL DE PATOGENOS EN SEMILLAS DE CEREALES Y HORTICOLAS” N° Expediente

200-3290/17 .Firma del Acuerdo 2 de Noviembre de 2017

Efecto de E. nigrum sobre la micoflora de las semillas.

Las semillas de trigo candeal, variedad Buck Platino (muestra 3, elegida al azar)
previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos, se
sumergieron en las suspensiones de los diferentes aislamientos de E. nigrum (trigo,
cebada y Juglans) a una concentracion de 2 x 10%esporas/ml de agua destilada estéril
(Jensen et al., 2016) durante 30 min. Se realizé un control con agua destilada estéril. Por
tratamiento,

se sembraron en APG, 10 semillas/caja de Petri (repeticién), cada una con 5 cajas. Luego
fueron incubadas en camara de cria climatizada (21°t 1°C; 75% HR; 12h de luz + UV/12 h
de oscuridad).

A los 4 y 7 dias se evalué cuali-cuantitativamente la micoflora de cada uno de los
tratamientos con el fin de confirmar el efecto antifungico de los mismos. Esta evaluacion

se efectud con lupa estereoscépica y microscopio. Ademas se obtuvo % de germinacion.

Efecto del extracto de ajo sobre la micoflora de las semillas.

Las semillas fueron sumergidas durante 12 y 24 horas en extracto de ajo al 20% y 30%.
Luego se sembraron en APG, 50 semillas por tratamiento, a razén de 10 semillas/caja de
Petri (repeticion). Se realizé un testigo. Fueron incubadas en camara de cria (21°t 1°C;

75% HR; 12h de luz + UV/12 h de oscuridad).

12



A los 4 y 7 dias se evalud cuali-cuantitativamente la micoflora con el fin de confirmar el

efecto antifungico del extracto de ajo. Esta evaluacion se efectud con lupa estereoscodpica.

Ademas se obtuvo % de germinacion.

RESULTADOS

Relevamiento de micoflora.

A partir del ensayo con las muestras de las 6 variedades, se observo la presencia de

distintos géneros fungicos (Tabla 1), siendo el de mayor frecuencia Alternaria spp.,

seguido por Epicoccum, especies de Fusarium (graminearum, poae) Yy Bipolaris

sorokiniana. Ademas se pueden ver en el anexo, las tablas completas correspondientes a

cada muestra.

Se observaron las colonias tanto macroscopicamente (Figura 1), como en microscopio

(Figura 2).

Tabla 1: Micoflora encontrada en las semillas de trigo candeal (%)

Especie M1 M2 M3 M4 M5 M6 Promedio total
Epicoccum sp. 11,82 9,80 | 4,25 | 4,33 | 5,03 | 3,90 6,52
Alternaria sp. 76,36 | 72,55 | 85,95 | 89,00 | 84,56 | 88,96 82,90
Fusarium sp. 9,90 | 16,01 | 7,52 | 2,33 | 7,72 | 4,87 8,06
Nigrospora 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,33 | 0,00 | 0,65 0,16
Bipolaris sorokiniana 1,28 | 1,63 | 1,31 | 2,00 | 1,01 | 1,62 1,47
Cladosporium sp. 0,64 | 0,00 | 0,98 | 2,00 | 1,68 | 0,00 0,88

13




Promedio de germinacién|67,33 ‘ 55,67|42,33 ‘ 59,67| 58 |59,oo| 4743

Epicoccum
Fusarium
Alternana

Figura 1,A: colonias sobre semillas de trigo, observadas desde arriba. B: mismas

colonias, observadas desde la parte inferior de la caja de Petri.

Figura 2: conidios y micelio de A: Alternaria; B,C: Nigrospora; D: E. nigrum;

E: B.sorokiniana; F: Cladosporium; G: F. graminearum.
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Aislamiento y seleccion de patégenos.

Los patégenos mas relevantes de la micoflora de semillas de trigo fueron: Alternaria spp.,

Fusarium graminearum, y Bipolaris sorokiniana los cuales se seleccionaron para evaluar

el efecto de los tratamientos propuestos.

Obtencion del antagonista.

De los aislamientos obtenidos de trigo y cebada, primeramente se descartaron aquellos

que no presentaron esporulacién a los 10 dias. Luego se seleccion6 un aislamiento de

cada hospedante, segun velocidad de crecimiento (Tabla 2 y Figura 3). Ademas, se sumo

el aislamiento de Juglans, debido a sus caracteristicas de abundante esporulacion y

origen taxondmicamente alejado de las semillas analizadas.

Tabla 2: Aislamientos de E. nigrum. Esporulacién y crecimiento.

Aislamiento Esporula Promedio crecimiento Origen
(@ en cm, luego de 7 dias)

1 Si 5.07 Cebada
11 No 3.72 Cebada
12 No 1.7 Cebada
7 Si 4.28 Trigo
9 Si 5.41 Trigo
13 Si 4.06 Trigo
16 Si 5.38 Trigo
17 Si 517 Trigo
18 Si 2.67 Trigo
19 Si 5.53 Trigo
20 No 4.06 Trigo
21 No 4.06 Trigo
22 Si 5.53 Trigo
24 No 2.6 Trigo

15



25 Si 5 Trigo

De los datos analizados, se seleccioné el aislamiento 1 proveniente de cebada, (fue el
unico de este origen en esporular, y ademas mostrd una alta velocidad de crecimiento, en
comparacion con los otros aislamientos). En cuanto a los aislamientos a partir de trigo, 3
no esporularon luego de 10 dias, y 9 si lo hicieron. De estos 9, se realizd un analisis
estadistico (test de Fisher, ver tabla en anexo), no habiendo diferencias significativas en
cuanto a los valores promedio de crecimiento de los aislamientos 9, 16, 19y 22. Los
aislamientos 19 y 22, aunque la diferencia no sea estadisticamente significativa, tuvieron
un crecimiento levemente mayor y, si bien ambos esporularon, se observé una mayor

esporulacién en el aislamiento 19, por lo que este fue seleccionado.

Ll
<y cte L |

e L1 cm
& o

c :

n:‘ gtot

Figura 3: Aislamientos de Epicoccum nigrum. En circulo se indican los aislamientos

seleccionados

Los aislamientos antagonistas se codificaron de la siguiente forma:
- aislamiento 19 de trigo: E1

- aislamiento 1 de cebada: E2
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- aislamiento de Juglans: E3.
Cultivos duales
Como resultado de este ensayo, se obtuvieron los siguientes porcentajes de inhibicién del

crecimiento miceliar (Tabla 3).

Tabla 3: Porcentajes de inhibicién miceliar

E1 E2 E3

Bipolaris sorokiniana 23,62121,90| 20
Alternaria spp. 3,72 | 5,78 | 4,34
Fusarium graminearum | 17,08 | 24,79 | 14,91

Todos los aislamientos de Epicoccum nigrum, producen una mayor inhibicion sobre el
patégeno B. sorokiniana, seguido por F. graminearum. En cuanto a Alternaria spp., la
inhibicion es marcadamente menor.

Comparando los tres aislamientos de E. nigrum, podemos ver que hay ciertas diferencias,
en cuanto al comportamiento con cada patdégeno, inhibiendo en mayor medida E1 con
respecto a B. sorokiniana y E2 con respecto a Alternaria y F. graminearum. A
continuacion, se detallan las observaciones realizadas para cada tratamiento patégeno-

antagonista

Cultivos duales entre los aislamientos E. nigrum y B. sorokiniana

En la figura 4 se observa el mayor desarrollo de la colonia del hongo patégeno cuando se
encuentra sembrado sin la presencia del antagonista (tratamiento testigo). En los demas
tratamientos, se ve un halo de inhibicion, el patégeno no crece hacia el lado de la colonia

del antagonista, E nigrum.

17



Figura 4: A: Testigo; B: E1-B. sorokiniana; C: E2-B. sorokiniana; D: E3-B. sorokiniana.

Cultivos duales entre los aislamientos de E. nigrum y Alternaria spp.

En este ensayo, podemos ver una menor inhibicion del crecimiento del patégeno frente al
antagonista, en comparacion con testigo (Figura 5). Se puede apreciar que E3 (Figura 5
D), genera un halo de inhibicion, que impide que el patégeno se desarrolle hacia ese lado.
Este efecto no se presenta con E1, donde se puede observar que el patdégeno crece por
encima del antagonista (Figura 5 B y Figura 6). Por ultimo, se observa un efecto
intermedio del aislamiento E2: no hay un halo marcado de inhibicion y tampoco crece el

patdgeno sobre el antagonista (Figura 5 C).

Figura 5 A: Alternaria (testigo); B: E1-Alternaria; C: E2-Alternaria; D: E3-Alternaria.
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E

Figura 6: interaccién entre E1 y Alternaria. A: visto desde arriba; B: visto desde abajo.

Cultivos duales entre los aislamientos de E. nigrum y Fusarium graminearum

En esta confrontacion (Figura 7), se observa una inhibicién del crecimiento miceliar.
Comparado con el testigo, Fusarium graminearum presenta la capacidad de crecer sobre
el antagonista, pero de manera débil. Con ninguno de los aislamientos de E. nigrum se
observa halo de inhibicion, pero si una zona de contacto o confrontacion de diferentes

coloraciones rojo-anaranjadas.

Figura 7 A: Fusarium (testigo); B: E1-Fusarium; C: E2-Fusarium; D: E3-Fusarium.
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Figura 9:

—
E3-Fusarium.
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Los aislamientos E1 y E2 (provenientes de semillas de trigo y cebada respectivamente),
parecen poseer un mayor poder de inhibicion en cuanto al crecimiento miceliar,
seguramente relacionado a una mayor velocidad de crecimiento (Figura 8). En cambio, el
aislamiento E3 (proveniente del filoplano de Juglans), tiene una menor velocidad de
crecimiento, aunque en este caso se observa una zona de contacto mas marcada que

para E1y E2 (Figura 9).

Alteraciones morfolégicas microscépicas

Se realizaron preparados de las colonias de hongos, en la zona de interaccion patégeno-
antagonista para su observacion al microscopio éptico.

En el caso de B. sorokiniana, como resultado de la interaccion con E1, se observa micelio
anormal, mas hialino y con vacuolizacion y en cuanto a los conidios, los mismos son

normales y estan presentes en gran cantidad. (Figura 10 A).

El aislamiento E2 por su parte, genera alteraciones en el micelio provocando
segmentaciones y en cuanto a los conidios, si bien son normales, estan presentes en

menor cantidad (Figura 10 B). Por ultimo, E3, provocé también alteraciones en el micelio

y formacion de vesiculas. Los conidios fueron normales, pero pocos (Figura 10 C).

Figura 10: micelio de Bipolaris, de la zona de interaccion con: A: E1; B: E2; C: E3.
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En el caso de Alternaria, pudimos observar efectos parecidos de los aislamientos E1 y E2.
En cuanto al micelio, E1 generé un enrulamiento (Figura 11 A), mientras que E2 no
genero alteraciones. En cuanto a E3, el micelio presentd vacuolizacion (Figura 11 C). Los

conidios se observan normales y en abundante cantidad en los tres casos (Figura 11 B).

Figura 11 micelio de Alternaria, de la zona de interaccion con: A: E1; B: E2; C: E3

Con respecto a los efectos observados en el micelio de Fusarium, aparece enrulamiento
(Figura 12 B;C) y tambien se puede ver, en la Figura 12 A, otra anormalidad: el micelio

con citoplasma discontinuo.

Figura 12: micelio de Fusarium, de la zona de interaccion con: A: E1; B: E2; C: E3.
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Uso del extracto de ajo.

Evaluando los resultdos obtenidos, se puede destacar que tanto para los patégenos
Bipolaris (Figura 13) como Alternaria (Figura 14), el efecto de inhibicion del crecimiento
miceliar, se encuentra entre 1 y 3 ml del extracto de ajo, por cada 10ml de APG, debiendo
ajustarse el valor en ese intervlo. En cuanto al patégeno Fusarium (Figura 15), la dosis

necesaria fue mayor, encontrandose dicho valor, entre 3 y 5 ml.

Tabla 4: crecimiento en cm del diametro de la colonia del patégeno luego de 6 dias (promedio de

las 3 repeticiones).

B. sorokiniana | Alternaria F. graminearum
ml ajo/10 ml APG | @ promedio @ promedio | @ promedio

O(testigo) 4,50 4,52 c.t.

0,5 4,47 4,60 c.t.

0,7 5,10 4,67 c.t.

1 1,48 3,62 7,97

3 0,00 0,43 6,50

5 - - 0,00

c.t.= crecimiento total (el micelio cubre toda la caja de petri)

Figura 13: crecimiento de Bipolaris con extracto de ajo, A: 3ml; B:1ml; C:0,7ml; D: 0,5ml;

E: testigo.
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Figura 14: crecimiento de Alternaria con extracto de ajo, A: 3ml; B:1ml; C:0,7ml; D: 0,5ml;

E: testigo.

Flgura 15: crecnmlento de Fusarium con extracto de ajo, A 5m| B 3ml; C:1ml; D 0, 7m| E

0,5ml; F: testigo.

Efecto de E. nigrum sobre la micoflora de las semillas

Como resultado de la inoculacion de las semillas de trigo con los distintos aislamientos del

hongo antagonista, se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 5 y Figura 16).

Tabla 5: inoculacién de semillas de trigo con los aislamientos de Epicoccum nigrum.

Tratamiento

% control por Epicoccum

% germinacion semillas

Inoculacion con E1 80% 70%
Inoculacion con E2 100% 74%
Inoculacion con E3 100% 88%

Testigo 4% 70%
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Se puede observar que tanto el aislamiento E2 como E3, tuvieron un excelente porcentaje
de colonizacién de las semillas, no presentando en ningun caso aparicion de colonias de
hongos patégenos. Con respecto al aislamiento E1, el porcentaje de colonizacion por
parte del antagonista fue algo menor, pero de todas maneras, elevado (80%).

Tambien podemos observar que la inoculacion de semillas con Epicoccum no trajo
inconvenientes con respecto a la germinacion de las mismas, por el contrario, se elevo

este valor( E3 y E2) o se mantuvo(E1).

Figura 16 A: testigo; B: inoculadas con E1; C: inoculadas con E2; D: inoculadas con E3.

Efecto del extracto de ajo sobre la micoflora de las semillas.

Los resultados obtenidos mediante este ensayo se pueden ver en la Tabla 6. Las distintas
combinaciones entre dilucion del extracto de ajo y tiempo de las semillas sumergidas en
las soluciones, evidencian que cuando el tiempo y la concentracion son mayores, la
semilla no logra germinar; y por el contrario, cuando se exponen las semillas a una
concentracion menor o a un menor tiempo de inmersion en las soluciones, el efecto
antifungico se reduce drasticamente (Figura 17).

Cuando se logra efecto antifungico, tambien se anula la germinacion de las semillas.
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Tabla 6: control de patégenos y germinacion de semillas en los distintos tratamientos con extracto

de ajo:
Tratamiento % semillas colonizadas | % germinacion
por patégenos
Testigo 100 80
Ajo al 20% / 12 hs 58 68
Ajo al 30% / 12 hs 12 62
Ajo al 20% / 24 hs 2 22
Ajo al 30% / 24 hs 0 0

Figura 17: A: Testigo; B: 20% 12hs; C: 30% 12hs; D: 20% 24 hs; E: 30%% 24hs.
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DISCUSION

La micoflora observada en las muestras analizadas de trigo fue similar a la registrada a
nivel mundial y local (Mathur & Cunfer, 1993; Sisterna, 2014; Wiese, 1987). Los
patdégenos mas relevantes relacionados con el escudete negro o “black point”, en valores
decrecientes fueron Alternaria spp., Fusarium graminearum y Bipolaris sorokiniana. Estos
patdgenos concuerdan con los encontrados a nivel internacional (Fernandez & Conner,
2011; Pathak & Zaidi, 2013; Srivastava et al., 2015) y también en nuestro pais (Cipollone
et al., 2020; Sisterna & Sarandon, 2000; 2005). El género Alternaria fue el que tuvo mayor
presencia, seguido por Fusarium, coincidiendo con los trabajos de Gargouri-Kammoun et
al. (2014) y Toklu et al. (2008). En cuanto a B. sorokiniana fue aislado en menor
frecuencia, resultado similar al obtenido por Cipollone et al. (2020) y Sisterna & Sarandén
(2000). A pesar de la baja infeccion, este es un patdogeno importante debido a sus efectos
en la germinacion ya que reduce tanto la emergencia de plantulas como el rendimiento en
el cultivo subsiguiente (Cipollone et al., 2020; Ozer, 2005), siendo mas agresivo que
Alternaria spp. (Mathur & Cunfer, 1993).

Es bien conocido el efecto antagonista de ciertos géneros fungicos como Chaetomium,
Epicoccum y Trichoderma frente a hongos fitopatdgenos (EI-Gremi et al., 2017; Istifadah
et al., 2006; Mandal et al., 1999; Moya et al., 2018; Mukherjee et al., 2013). Esta
capacidad antagoénica puede ser utilizada como potencial fuente de recursos en la
investigacion de agentes de biocontrol.

En trigo, Epicoccum spp., ademas de ser estudiado como enddfito en sus diversos
organos (Crous et al., 1995; Larran et al., 2007) y aislado del filoplano (Perell6 et al.,
2001), fue investigado enfrentando como antagonista a varios patdégenos tanto de este
cereal, como de otros hospedantes (Ogoérek & Plaskowska, 2011; Pieckenstain et al.,
2001), reportandose la produccion de compuestos antifiingicos por parte de este hongo

(Elkhateeb & Daba, 2019; Nighat et al., 2016).
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Particularmente en trigo, Epicoccum spp. redujo la germinacion de esporas de patégenos
como Zymoseptoria tritici y Drechslera tritici-repentis y la severidad de la enfermedad que
causan estos dos hongos bajo condiciones de invernaculo (Perell6 et al., 2002; Larran et
al., 2016).

Los efectos antagdnicos de Epicoccum nigrum encontrados en este trabajo varian segun
el patégeno con el que se confrontd. Con respecto a la interaccién con Alternaria spp., el
efecto antagénico fue bajo, provocando una inhibicién del crecimiento micelial del 4,61%
en promedio. Este resultado coincide con lo encontrado por Ducid et al. (2015), quienes lo
enfrentaron a patdgenos de kiwi, y hallaron poca inhibicion en la interaccion con
Alternaria. En contraposicion, EI-Gremi et al. (2017), obtuvieron buenos resultados,
hallando inhibicién tanto con Alternaria como con Fusarium y B. sorokiniana.

La inhibiciéon del crecimiento miceliar con Fusarium graminearum fue alta, (en promedio
18,93%). Este resultado coincide ademas con Ogorek y Plaskowska (2011), quienes
encontraron que todas las cepas de Epicoccum que utilizaron, limitaron el crecimiento del
patdgeno. Al igual que Jensen et al. (2016), que en ensayos de cultivos duales obtuvieron
gran reduccién del patégeno con cepas endodfitas de Epicoccum obtenidas de trigo.

Por ultimo, la inhibicion mas alta la encontramos en la confrontacién con Bipolaris
sorokiniana, con un promedio de 21,8%. Estos valores son similares a los hallados por El-
Gremi et al. (2017) para este patdogeno. También Dal Bello et al. (2003) obtuvieron
resultados positivos en cuanto a la inhibicién de B. sorokiniana, aunque con porcentajes

de hasta 33,25 %.

En los cultivos duales se observan diferentes fendmenos de interaccion. Por un lado en el
caso de E. nigrum - F. graminearum se hall6 una competencia por nutrientes y hubo
reduccion en el crecimiento del patdégeno con respecto al testigo. Este mismo
comportamiento fue observado por Ogérek & Plaskowska (2011), para igual interaccion.

28



Ademas en la zona de contacto se formdé un frente de coloraciones naranja-rojizas,
resultado de la liberacion de pigmentos, muy comun en el género Epicoccum que pueden
ser del tipo carotenoides como B caroteno, Y caroteno, rodoxantina y torularodina
(Gribanovski-Sassu & Foppen, 1967 ), el pigmento amarillo flavipina (Bamford et al.,
1961, Burge et al.,, 1976) y otros (Elkhateeb & Daba, 2019). En la confrontaciéon con
Alternaria también hubo competencia, pero en uno de los aislamientos (E3) se observo la
formacion de una zona de antibiosis, que concuerda con los resultados encontrados por
El —-Gremi et al. (2017) y Perell6 et al. (2001). Este mismo fendmeno se vié con respecto a
B. sorokiniana, con todos los aislamientos de E. nigrum. La antibiosis relacionada con
este patdogeno es muy frecuente aun enfrentado con otros antagonistas como
Chaetomium spp. (Aggarwal et al., 2004; Moya et al., 2016) o con micoogranismos del
filoplano de cereales (Fokkema, 1973) y en el caso de E. nigrum también fue observado
por otros investigadores (El —Gremi et al., 2017; Perell6 et al., 2001). Epicoccum sp. es
conocido por producir compuestos antimicrobianos como epicolactona, flavipina, melleina,
etc. (Elkhateeb & Daba 2019).

En distintas interacciones patdgeno —antagonistas, es muy frecuente encontrar en la zona
de contacto varios tipos de alteraciones morfoldgicas como plasmdlisis, vacuolizaciéon y
aspecto “toruloso” o segmentado del micelio; conidios anormales o en menor cantidad y
enrulamiento (“coiling”) del micelio del antagonista sobre el patéogeno (Larran et al. 2016;
Moya et al. 2016; Moya et al. 2018 ;Perell6 et al. 2003; Monaco et al. 2004).

En nuestros resultados se observd que E. nigrum produjo diversas alteraciones,
encontradas también para otras interacciones de este antagonista con Pythium,
Plasmopara, Magnaporte, Sclerotinia, etc. (Brown et al. 1987; Kortekamp 1997;
Pieckenstain et al. 2001; Sena et al. 2013). En este caso en particular, algunas de estas
alteraciones como reduccion en la cantidad de conidios en B. sorokiniana coincidieron con
otros resultados observados por Bandhari et al. (2010) y enrulamiento o “coiling” en
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Alternaria, que fue registrado por Perell6 et al. (2002). Para F. graminearum se han citado
anormalidades en hifas como ramificaciones (Jensen et al., 2016), fendmeno que no fue
observado en este trabajo.

En cuanto el efecto de Epicoccum en la micoflora de la semilla, los resultados fueron
positivos ya que no se observaron colonias de hongos patdogenos, habiendo un gran
porcentaje de colonizacién por parte del antagonista. Ademas, respecto de la
germinacion, segun la cepa probada fue igual o superior al testigo. Este resultado coincide
con lo encontrado por EI-Gremi et al. (2017) para este mismo antagonista. Por otro lado,
Perell6 et al. (2016) en ensayos con diversos tratamientos alternativos naturales frente al
patdégeno Alternaria arborescens, observaron que la inoculacion sélo con E. nigrum,

aumento la germinacion con respecto al testigo (agua destilada).

Entre los derivados botanicos, el extracto de ajo es bien conocido como antioxidante,
antibacteriano y antifungico (Dal Bello & Sisterna, 2015). Este ultimo efecto ha sido
registrado en diversos hongos fitopatégenos como Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum,
Curvularia, Fusarium, Macrophomina (Dal Bello & Sisterna, 2010). En el tratamiento de
semillas se han realizado diversas investigaciones en hospedantes como mostaza,
tomate, mani, arroz, sorgo, trigo, etc. (Ahmed et al., 2002; Hasan et al., 2005; Latif ef al.,
2006; Rashid et al., 2010; Syed et al., 2012). En trigo, sin embargo, los estudios de los
efectos del ajo son limitados (Perell6 et al., 2013).

En ensayos in vitro, se ha registrado el efecto en varios fitopatégenos con resultados
diversos (Ahmed & Shultana, 1984; Hubert et al., 2015; Upadhyaya & Gupta, 1990). En
este trabajo, en los ensayos in vitro para los patdégenos Alternaria y B. sorokiniana hubo
una inhibicion total del crecimiento micelial con 3ml de extracto /10 ml APG
(concentraciones de 23%). Para Alternaria, hay antecedentes similares para las especies
A. alternata y A. tenuissima (Rani et al., 2018), A. brassicae (Wang & Wang, 2008) y A.
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solani (Ahmad et al., 2017). En el caso de B. sorokiniana, los mismos resultados positivos
fueron encontrados por Perellé et al. (2013a) y Silva et al., (2001). Ahmed et al. (2002)
encontraron una reduccion de hasta el 38% del crecimiento miceliar en la especie oryzae.
Con Fusarium graminearum se logré una inhibicion total del crecimiento con 5 ml de
extracto / 10 ml APG (33%). Este resultado concuerda con lo hallado por Nicoldi-Camera
et al. (2017), quienes lograron inhibicion total de F. graminearum pero con un 20% de
concentracién. Otros investigadores para otras especies de Fusarium, como F.
moniliforme, encontraron que el extracto de ajo redujo un 100 % el crecimiento miceliar
con 20% de concentracion (Marcondes et al., 2014).

Con respecto al efecto sobre la micoflora de semillas de ftrigo, hay escasas
investigaciones realizadas. Hasan et al. (2005) demostré que el extracto alcohdlico inhibia
totalmente la infeccion de B. sorokiniana en semilla. En tanto Perell6 et al. (2013b)
obtuvieron mas del 50% de reduccion de infeccion de este mismo patdgeno con la mayor
concentracién, de las tres que probaron. En Argentina hay reportes preliminares de su
efecto como estimulante del vigor en las plantulas y como biocontrolador de hongos
patégenos (Perelld et al., 2013 a, b; 2016). Estas cualidades son atribuidas a que el ajo
posee sustancias azufradas bioactivas como la alicina y alil-sulfuros (Arévalo, 1990). En
nuestro caso, solo observamos el porcentaje de germinacién, y el mismo no solo no se

mejorod, sino que disminuyo.

CONCLUSION

Los géneros mas relevantes de la micoflora encontrada en las semillas de trigo fueron
predominantemente Alternaria, seguido con valores notablemente menores por
Epicoccum, Fusariumy Bipolaris.

Los aisalmientos de Epicocum presentaron buenos resultados in vitro, como antagonistas
de los tres patdgenos seleccionados, aunque con mayor efecto sobre Bipolaris. Los
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ensayos de inoculacién de semillas con esporas de Epicoccum también fueron muy
satisfactorios.

El extracto de ajo mostr6 un excelente poder antifUngico in vitro, pero presentd
inconvenientes en relacién con la germinacion de las semillas.

Se puede afirmar entonces, que ambos antagonistas podrian ser usados como
potenciales Biofungicidas y merecen seguir siendo investigados. En este sentido, se

acepta la hipostesis planteada en esta tesis.
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ANEXO

Datos estadisticos sobre la velocidad de crecimiento de las cepas de Epicoccum.

Anali=si= de la varianza

Variable W E®* R*® BLj CW
medidas 36 0,8 0,76 12,24

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 36,08 11 3,28 10,89 «<0,0001
cepa 36,08 11 3,28 10,89 «0,0001
Error 7,23 24 0,30

Total 43,31 35

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,92471
Error: 0,3011 gl: 24

cepa Mediazs n E.E.

24,00 2,60 3 0,32 A

13,00 2,87 3 0,32 A

20,00 4,07 3 0,32 B

21,00 4,07 3 0,32 B

13,00 4,07 3 0,32 B

7,00 4,28 3 0,32 E C
25,00 5,00 3 0,32 C D
17,00 5,17 3 0,32 cC D
16,00 5,38 3 0,32 D
3,00 5,42 3 0,32 D
15,00 5,53 3 0,32 D
22,00 5,53 3 0,32 D
Modizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05}




Cultivos Duales

PATOGENO: | Bipolaris 26-ago 31-ago Prom total
a1 a2 PROM a1 @2 | PROM
Testigo R1 4.4 4,2 4,3 7,5 6,7 7,1 6,5625
R2 4 4 4 6,8 6,1 6,45
R3 4.4 4.4 4.4 7,2 7,2 7,2
R4 3,7 3,2 3,45 6 5 55
EP. Juglans R1 3,4 3,4 3,4 7 4.3 5,65 5,25
(E3) R2 3,7 3,5 3,6 6,5 4 | 525
R3 3,7 3,3 3,5 6,4 3,8 51
R4 3,7 3,4 3,55 6,4 3,6 5
EP. Cebada R1 3,7 3,6 3,65 6,4 4.4 5,4 5,125
(E2) R2 3,3 3 3,15 68 |39 535
R3 3,5 3,4 3,45 55 3,9 4.7
R4 3,7 3,2 3,45 6,2 3,9 5,05
EP. Trigo R1 3,3 3 3,15 6,2 4 5,1 5,0125
(E1) R2 3,5 32 | 335 6,2 |37 495
R3 3,3 3,3 3,3 5,8 3,6 4,7
R4 3,4 3,4 3,4 6,4 4,2 53
Analisis de la varianza
Variable W R* R* Rj CW
PROM 16 0,71 0,64 B,46
Coadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—wvalor
Modelo. 6,28 3 2,09 9,71 0,001&
cratamiento 6,28 3 2,09 9,71 0,0016
Error 2,59 12 0,22
Total 8,86 15
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,97460
Error: Q,2155 gl: 12
ctratamiento Medias n E.E.
3,00 5,01 4 0,23 A
2,00 5,15 4 0,23 A
1,00 5,25 4 0,23 A
0,00 6,568 4 0,23 B
Mediss con uns letrs comin no son significstivamente diferentes (p<= 0,05}
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PATOGENO: | Alternaria 1-oct 4-oct Prom
a1 a2 PROM a1 @2 |PROM| total
R1 5,3 4.6 4,95 6,8 57 | 6,25
. R2 5 4,6 4,8 6,1 54 | 575
Testigo R3 52 46 49 63 | 53 | 58 | °%
R4 5,3 5 5,15 6,8 6 6,4
R1 5,8 4,5 515 8 45 | 6,25
EP. Juglans R2 5,9 3,8 4,85 7 3,8 54 | £ o7e
(E3) R3 5,3 4 4,65 7,3 4 5,65 ’
R4 5,1 4,2 4,65 7,5 42 | 5,85
R1 5,8 4,2 5 7 4,2 5,6
EP.Trigo R2 54 4.4 4,9 7,4 4.4 5,9 5 805
(ET) R3 5,6 4,3 4,95 7,7 4,3 6 ’
R4 5,3 4,1 4,7 7,5 4,1 5,8
R1 5,5 3,9 4,7 7 39 | 545
EP. Cebada R2 54 4,1 4,75 7.4 4,1 5,75 57
(E2) R3 4,9 4,3 4.6 6,8 43 | 555 ’
R4 6 4,2 5,1 7.9 42 | 6,05
Variable N E= E=* BJ Ccv
Columnaz? 16 0,21 0,01 4,94

Cnadro de Analisis de

la Varianza (5C tipo III)

F.WV. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 0,27 0,09 1,07 0,3933
Columnal 0,27 0,09 1,07 00,3993
Error 1,00 12 0,08
Total 1,27 15

Te=st:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,644461
Error: 0,0833 gl: 12

Columnal Mediazs n E.E.
3 5,70 4 0,14 A
1 5,739 4 0,14 A
2 5,83 4 0,14 A
i 6,05 4 0,14 A
Moadizs con uns letra comin

no son significstivamente diferxrentes (p > 0.05)
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17-sep Prom
@1 | @2 |PROM total

PATOGENO:  Fusarium

RL  |75]65| 7
Testigo R2 8 |75] 775 7,4625
& R3 s | 7| 75 ’

R4 7,7175| 76

R1 7,6 4,7]| 6,15

EP. Juglans R2 75!57| 66
6,35

(E3) R3 78| 5 | 64

R4 7,7 48| 6,25

R1 7,7|3,8| 5,75

EP. Cebada R2 76 |41]| 5,85
5,6125

(E2) R3 7,83,3| 5,55

R4 76| 3| 53

R1 76|56]| 66

EP. Trigo R2 7,745 61
6,1875

(E1) R3 7,6 47| 6,15

R4 75143] 59

Variable N E= E= Rhj CW
ColumnazZ 16 0,83 0,86 4,21

Conadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo 7,19 3 2,40 33,02 =0,0001
Columnal 7,1% 3 2,40 33,02 <«0,0001
Error 0,87 12 0,07

Total 8,06 15

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,41498
Error: 00,0726 gl: 12

Columnal Medias n E.E.

5,61 4 0,13 B

\%]

3 6,159 4 0,13 B

1 6,35 4 0,13 B

8] 7,46 4 0,13 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferenkes (p > 0,.05)
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Ensayos extracto ajo in vitro
PATOGENO Bipolaris (Sembrda11/12)
R1 R2 R3
13-dic 17-dic 13-dic 17-dic 13-dic 17-dic
Ml ajo en 10
ml APG 1 @2 |Prom|d1 |32 |Prom |J1 02 Prom |@1 |@2|Prom (31|32 |Prom|d1 |J2 |Prom|Promedio/trat
O(testigo) 2,0 1,8 119074 (64| 6,90 1,8 1,3 1,55 | 3,8 [3,4]| 3,60 |20(1,9]|1,95] 3,2 (2,8] 3,00 4,50
0,5 2,0 20 | 2,00 |4,7 |44 4,55 2,6 24 250 | 45 |4,2| 4,35 (2,4]12,2|2,30]|4,8|4,2| 4,50 4.47
0,7 2,0 1,3 1165|477 |45]| 4,60 1,8 1,4 1,60 | 54 [5,2]| 530 |20(19]|1,95]| 5,4 |5,4] 5,40 5,10
1 1,6 1,5 1155|144 (45| 4,45 0,0 0,0 - 0,0 10,0 - 0,0/0,0| - 0,0 0,0 - 1,48
3 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - 0,0 /0,0 - 0,0/0,0| - 0,0 (0,0 - 0,00
[ PATOGENO Alternaria (Sembrad 7/12)
R1 R2 R3
10-dic 13-dic 10-dic 13-dic 10-dic 13-dic
Ml ajo en 10
ml APG a1 02 Prom | @1 |@2| Prom 1 02 Prom |d1 02 Prom | @1 | @2 | Prom | @1 | @2 | Prom | Promedio/trat
O(testigo) [2,7| 2,6 2,65 52 |52] 5,20 2,4 2,2 230 |[46| 46 460 118(1,2| 1,50 |4,0[3,5| 3,75 4,52
0,5 24| 1,8 210 | 4,7 |4,7] 4,70 2,2 2,0 210 [4,7| 45 460 |14(2,1| 1,75 14,6(4,4| 4,50 4,60
0,7 23| 2,0 2,15 52 |51] 515 2,7 1,8 225 |45 3,2 3,856 12,3|2,2| 2,2515,0(5,0| 5,00 4,67
1 1,3] 1,3 1,30 34 |3,3] 3,35 1,4 1,4 1,40 [3,6 3,6 3,60 |16/|1,6| 1,60 13,9(3,9| 3,90 3,62
3 0,0/ 0,0 - 0,7 |0,6| 0,65 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - 10,0(/0,0| - ]0,7/0,6] 0,65 0,43
[ PATOGENO Fusarium (Sembrado 7/12) |
R1 R2 R3
10-dic 13-dic 10-dic 13-dic 10-dic 13-dic
Ml ajo en 10
ml APG 31 |@2|Prom| @1 | @2 | Prom (01| @2|Prom| @1 |B2|Prom| @1 | @2 |Prom| @1 | ¥2 | Prom | Promedio/trat
O(testigo) 6,9 |169] 6,9 ct |ct 00 70| 70| 70 fct. |ct.| ct. | 72| 72 | 72 |[ct | ct c.t. c.t.
0,5 6,0 (57| 585 ]| ct |ct. 0,0 |6,1] 60| 6,1 [ct |ct| ct. [ 55| 54 | 545 ]| ct. | c.t c.t. c.t.
0,7 44 144| 44 ct |ct 0,0 57| 52| 55 |ct |ct.| ct. | 53| 53 53 | ct. | ct. c.t. c.t.
1 3,3 [3,2|325]| 8,2 |8,0 8,1 34| 32| 33 84181(825(30| 29 |29|75|76| 7,55 7,97
3 25 |123]| 24 64 (63| 6,35 |29| 26| 28 |6,8|6,5| 6,65 |cont| cont | cont |cont|cont| cont 6,5
5 0,0 |0,0]| 0,0 0,0 (0,0 0,0 |0,0| 00| 00 (O0]|0O0| O0 (O0| O,0 | 0,0 ]0,0/|0,0 0,0 0




Inoculaciéon de semillas de trigo con esporas de Epicoccum

Promedio Promedio
% colonizado por germinacion
Tratamiento | Repetién |germinacion | Epicoccum | Alternaria | Fusarium | Bipolaris antgonista

1 90% 10 0 0 0
| 2 80% 10 0 0 0

Ep. ::g)ans 3 60% 10 0 0 0 100% 82%
4 90% 10 0 0 0
5 90% 10 0 0 0
1 70% 9 1 0 0
) 2 80% 8 2 0 0

EpiETlr;g° 3 80% 10 0 0 0 80% 70%
4 70% 6 4 0 0
5 50% 7 3 0 0
1 100% 10 0 0 0
bad 2 80% 10 0 0 0

Ep. (CEez)a @ 3 80% 10 0 0 0 100% 74%
4 60% 10 0 0 0
5 50% 10 1 1 0
1 70% 1 8 0 1
2 80% 0 10 0 0

Testigo 3 80% 0 10 0 0 4% 70%
4 70% 0 9 1 0
5 50% 1 8 1 0
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Efecto del extracto de ajo en las semillas de trigo

sembrado | Observacion 25/3 (4 dias) 28/3 (7 dias)
21/3 Repeticion germinacién colonias germinacién colonias
1 8 10 8 10
2 8 10 8 10
testigo 3 9 10 9 10
4 9 10 9 10
5 6 10 6 10
1 7 8 5 8
2 7 3 7 3
20% 12 hs 3 8 6 7 8
4 8 4 8 5
5 7 4 7 5
1 5 3 6 3
2 6 3 7 4
30% 12 hs 3 5 3 7 4
4 6 2 6 3
5 4 0 5 2
1 2 0 2 0
2 1 0 1 0
20% 24hs 3 3 0 3 0
4 3 1 3 1
5 2 0 2 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
30% 24hs 3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
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