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RESUMEN

El manchado del grano de arroz es una de las enfermedades mas importantes presentes
en la mayoria de las regiones productoras, causa pigmentacion del grano y afecta el
rendimiento/calidad del mismo. Se utilizaron muestras de arroz de los genotipos Yertia 'y
H-419, procedentes de tres localidades (Urdinarrain, Villa Elisa y Los Hornos). Esta tesis
tiene como objetivos: i. Evaluar la capacidad antagonica de Trichoderma harzianum,
Chaetomium spp. y determinar el efecto del extracto de ajo sobre patéogenos (B. oryzae,
C. lunata y F. graminearum) aislados a partir de la micoflora asociada al manchado del
grano/semilla; ii. Evaluar el efecto de dichos tratamientos sobre la germinacién y el vigor
de la semilla y sobre un patdogeno foliar (Bipolaris oryzae) en ensayos en invernaculo.
Con los datos obtenidos se realizaron ANOV A una via y las medias se compararon por
el test de Duncan (p<0,05). Con los datosno paramétricos (severidad) se realiz6 la prueba
de Kruskal-Wallis; En todos los casos se utilizo InfoStat-Statistical Software, version
libre estudiantil, 2017. Los porcentajes de inhibicion miceliar promedio mas efectivos
frente a los tres patogenos fueron: T2 y T3 (7. harzianum);, C1 y C4 (Chaetomium spp.)
con valores de 23.5; 20.8; 33.1 y 32.5% respectivamente. Para el extracto de ajo natural
la concentracion mas efectiva fue del 14% con valores mayores al 90%. Los tratamientos
biologicos demostraron un efecto positivo sobre la germinacion, mientras el extracto de
ajo natural al 13%, favorecio el vigor y la longitud de las plantulas. El uso de alternativas
biologicas para el control de los granos/semillas podria convertirse en una opcién
sustentable, mas amigable con el medio ambiente y que contribuya a la disminucién del
uso indiscriminado de fungicidas. Ademas, podria representar un avance para disminuir

la propagacion de enfermedades a través de las semillas.

Palabras clave: Extracto de ajo, Biocontrol, Chaetomium spp., Trichoderma harzianum,

Granos/Semillas
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ABSTRACT

Rice grain discoloration is one of the most important diseases present in most of the
cropping regions, it causes grain pigmentation and affects grain yield/quality. Rice
samples of Yerua and H-419 genotypes from three localities (Urdinarrain, Villa Elisa and
Los Hornos) were used. The aims of this research were: 1. To assess the antagonistic
capacity of Chaetomium spp. and Trichoderma spp. and determine the effect of garlic
extract on the pathogens (B. oryzae, C. lunata y F. graminearum) isolated form the
mycoflora associated with grain/seed discoloration; ii. To assess the effect of those
treatments on the seed vigor and germination and on a foliar pathogenic fungus (Bipolaris
oryzae) in greenhouse assays. One way ANOVA test was performed, the means were
compared by Duncan’s test (p<0,05). Kruskal-Wallis test was used for testing non-
parametric data (severity). The analysis was run on by InfoStat-Statistical Software,
version, 2017. The most effective average of mycelial inhibition percentages against three
pathogens were: T2 y T3 (T harzianum); C1 y C4 (Chaetomium spp.) withvalues of 23.5;
20.8; 33.1 y 32.5%, respectively. Natural garlic extract showed a concentration of 14%
as the most effective parameter with values greater than 90%. The biological treatments
showed a positive effect on germination, and a natural garlic extract’s concentration 13%
favored the seedlings vigor and length. Using biological alternatives control of
grains/seeds could become a sustainable option, more environment friendly that
contributes to the reduction of the indiscriminating use of fungicides. Furthermore, it

could help to decrease the disease spread through seeds.

Keywords: Garlic extract, Biocontrol, Chaetomium spp., Trichoderma harzianum,

Grains/Seeds



CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL



1.1 Generalidades

El arroz (Oryza sativa L.) es un cultivo que realiza la humanidad desde hace mas de
10.000 afios. Considerando la superficie cosechada es el segundo cereal de importancia
para la alimentacion después del trigo, pero desde el punto de vista alimenticio, el arroz
proporciona mas calorias por hectarea que cualquiera de los otros cereales cultivados. El
componente principal del arroz es el almidon, en un rango entre el 70% y 80% (Informes
de cadena de valor, 2017). Otra particularidad del cultivo de arroz es que, a diferencia de
los otros, su valor econdomico principalmente radica en el grano entero para consumo
humano, sin otra elaboracion que el molinado; por lo cual, factores que puedan afectar

esta caracteristica afectaran su valor comercial (Pinciroli et al. 2015).

El International Rice Genome Sequencing Project (IRGSP), un consorcio publico
internacional integrado por investigadores de diez paises, dio a conocer la secuencia
completa del genoma del arroz. En Argentina, el desarrollo genético comprende la accion
mancomunada del INTA y la Fundacion Proarroz, cuyas especies cubren el 70 % del area
de cultivos en Latinoamérica; ademas existen variedades de alto rendimiento, de elevada
calidad para la gastronomia, resistente a plagas y enfermedades. (Franzese, 2017;

Informes de cadena de valor, 2017).

1.2 Origen

Se estima que el origen geografico es el estado de Oryza en el noreste de India, sobre las
laderas del Himalaya. Esta hip6tesis estd apoyada por la presencia y conservacion de la
variabilidad genética existente en la zona, debido a la diseminacion de cruzamientos y
favorecido por el aislamiento de dichas condiciones ambientales (Pinciroli et al., 2015).

Segun Acevedoet al. (2006), la dispersion del arroz en el mundo se inicid desdeel sureste
asiatico (India) hacia China, 3000 afios antes de Cristo (A.C). De alli fue llevado a Corea
y posteriormente al Japon, en el siglo I A.C. También de la India fue llevado para las islas
del Océano Indico, principalmente Indonesia y Sri Lanka, en la misma época. Las rutas

de dispersion del arroz en el mundo se muestran en la Figura 1.



Figura 1. Origen y rutas de dispersion del arroz (Acevedo et al., 2006)

1.3 El cultivo de arroz

El arroz es una planta herbacea anual de origen subtropical, clasificada como planta C3
por su via fotosintética, y con gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
ambientales; monocotiledonea perteneciente a la familia Poaceae cuya inflorescencia es
una panicula. La altura de la planta varia entre 40cm (enanas) y mas de 7 metros
(flotantes) (Pinciroli, et al., 2015). Es una planta semiacuatica que se desarrolla en suelos
inundados dada la presencia de un tejido parenquimatico denominado “aerénquima”,
tejido especializado que permite la llegada de oxigeno del aire hasta las raices,
oxigenando la rizésfera. Por esta razon, la inundacion del sembradio es un requisito

fundamental para obtener altos rendimientos (De Bernardi, 2017).

En la produccion a campo se obtiene el arroz céscara, que luego se destina a la molienda.
Alli se somete el arroz cascara a un proceso de secado y descascarillado, para hacerlo
comestible. Asi se obtiene el arroz integral, también llamado arroz cargo o pardo. Luego
se realiza un segundo descascarillado, para sacar el salvado y el germen, para deahi pasar
al momento en que se pule, tras lo cual se obtiene un arroz con aspecto blanco brillante
(Informes de cadena de valor, 2017). El arroz es el tinico cereal que se consume como
grano entero sin otro procesamiento que la molienda que separa la cascara, el embrion y
el pericarpio del endosperma. Sélo el 5% de la produccion es usado en alimentos
procesados, productos industrializados y bebidas alcohdlicas. (Dirchwolf et al., 2018,

Gutiérrez et al., 2002, Pinciroli et al., 2013; Sisterna et al., 1994).



1.4 Produccion mundial

El cultivo de arroz tiene un destacado valor en la alimentacion humana y es de gran
importancia socioecondmica, particularmente en Asia, donde contintia monopolizando la
cosecha de este tipo de cereal, con aproximadamente el 80% de la produccion mundial de
2018, tal y como reflejan los datosdela Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos (OCDE). De hecho, solo entre China e India aglutinan el 50% de toda la
produccion del planeta. En estas zonas el arroz no solo es la base de la dieta, sino también
de la economia nacional, ya que su recolecciéon necesita una inversion en mano de obra
mayor a la de los demads cereales. (https:/elordenmundial.com/mapas/paises-mas-arroz-

producen/)

En el continente asidtico se encuentran los principales paises productores, consumidores,
importadores, exportadores y el mayor consumo por persona (China, India, Indonesia,
Bangladesh, Vietnam y Tailandia); aunque, actualmente existen numerosos paises de
occidente (Costa Rica, Cuba, Haiti, Brasil y Colombia) que cultivan arroz en aquellas
areas ubicadas en zonas tropicales himedas y subhumedas, en las que también constituye

su principal fuente de alimento.

1.5 Produccion en Argentina

En la Argentina, la produccion local de arroz se concentra en la region litoral, en las
provincias de Entre Rios, Corrientes, Santa Fe, Chaco, Formosa y Misiones. En la
campafia 2017/2018 la superficie sembrada fue de 210.650ha, siendo Corrientes (con el
47%) la provincia que mas superficie destinaa la produccion de arroz, seguida por Entre
Rios (31.1%), Santa Fe (15,9%), Formosa (3.6%) y Chaco (2.5%). La produccion
nacional alcanzo los 1.434.300Tn, de las cuales el 47% fue aportado por Corrientes

(ACPA & Bolsa de cereales de Entre Rios, 2018) (Pawlizki et al., 2020).

La produccion en el ciclo 2019/2020 alcanzé las 1.270.880Tn, Segtn el Sistema de
Informacion Simplificado Agricola, (SISA) la ubicacion geografica de los lugares en los
que se registra la siembra, sefald que Corrientes es la provincia donde se informé mayor
superficie sembrada, representando el 46,79%, en el segundo y tercer lugar, estan las
provincias de Entre Rios y Santa Fe con 28,91% y 12,41%, respectivamente. Entre las

tres provincias representan el 88,11% de la superficie sembrada total.



La campafia 2020/2021 alcanzo 1.521.005Tn, registrando un aumento del 20% con
respecto al ciclo anterior, es decir unas 250.000Tn mas.

(https://www .elagrario.com/actualidad -arroz-la-produccion-registro-un-aumento-del-20-
55778.html).

En la Tabla 1 se detall6 la evolucién de la produccion de arroz en Argentina. Fuente:
https://www.agrositio.com.ar/noticia/217708-evolucion-de-la-produccion-de-arroz-en-

argentina

Tabla 1. Evolucién de la produccion de arroz en Argentina

Superficie Variacion Rend{m!en_‘lm Variacion Produccion Variacion
Campaiia Se:;fl;j.!da (%) P?:fidam (%) (t) (%)
2009/10 222.367 === 5.657 — 1.258.019 —
2010/11 260.477 17 6.761 20 1.761.200 40
2011/12 228.440 =12 6.670 -1 1.523.787 - 13
2012/13 229.184 0 6.094 -9 1.396.722 -8
2013/14 231.054 i 6.378 5 1.473.729 6
2014/15 233.970 1 6.330 -1 1.481.040 0
2015/16 209.500 -10 5.974 -6 1.251.599 - 15
2016/17 126,710 -6 &.5E85 10 i1.289.52% 3
2017/18 201.650 3 7.113 9 1.434.325 i1
2018/19 197.050 -2 6.241 -12 1.229.700 - 14
201%9/20 190.250 =3 6.680 7 1.270.880 3
2020/21 199.700 5 7.616 14 1.521.005 20

La superficie sembrada en el pais en el ciclo 2020/2021 experimentd un crecimiento
interanual de 5%, 9.450ha mas; se detect6 la siembra de arroz en 23 departamentos de las
siguientes provincias: Chaco (1), Corrientes (9), Entre Rios (9), Formosa (2) y Santa Fe
(2). Lamayor concentracion del cereal se produjo en los departamentos de Curuza Cuatia
y Mercedes (provincia de Corrientes), San Javier (provincia de Santa Fe) y Villaguay
(provincia de Entre Rios), que cubrieron el 40% (80.400ha) del total implantado y un
rango de  cultivadas, que oscild entre 17.001 a 22.000ha.
(https://www.agrositio.com.ar/noticia/217708-evolucion-de-la-produccion-de-arroz-en-

argentina)

1.6 Principales enfermedades del cultivo de arroz

El cultivo de arroz es afectado a nivel mundial por innumerables enfermedades
producidas por hongos, bacterias y virus que tienen influencia en la produccion y calidad
sanitaria de la semilla (Ou, 1985). En Argentina, existen 19 enfermedades causadas por

hongos. Los dafios producidos por las enfermedades pueden variar cada afio y de un



cultivo a otro, dependiendo de las condiciones ambientales, de la susceptibilidad de las
variedades, de las razas de los microorganismos y de las condiciones predisponentes.

(Gutiérrez y Cundom, 2013)

En Argentina, las enfermedades en orden de importancia son: la podredumbre del tallo
(Sclerotium oryzae), manchado de la vaina (Rhizoctonia oryzae), podredumbre de la
vaina (Sarocladium oryzae, Acrocylindrium oryzae) y el manchado del grano (varias
especies de hongos y bacterias asociados) (Pinciroli et al., 2015). En el nordeste de
Argentina se han reportado ademas el tizon o quemado (Pyricularia grisea), escaldadura
de la hoja (Microdochium oryzae), mancha foliar castaia angosta (Cercospora oryzae),
mancha castafia (Bipolaris oryzae), mancha foliar, alternariosis (Alternaria padwickii),
carbon de la hoja (Entyloma oryzae), eyespost (Drechslera gigantea), tizon de la vaina
(Rhizoctonia solani), mancha agregada de la vaina (Rhizoctonia oryzae-sativae),
podredumbre de las vainas del cuello o pie (Gaeumannomyces graminis), podredumbre
castafio rojiza de la vaina (Helicoceras oryzae), carbon del grano (Tilletia barclayana),
falso carbon (Ustilaginoidea virens), decoloracion de vaina (Pyrenochaeta oryzae) y la
podredumbre de la vaina y del tallo (Sclerotium hydrophyllum) (Gutiérrez y Ctindom,
2013).

1.7 Manchado del grano y sintomas

De las enfermedades fungicas presentes en las zonas arroceras, el manchado del grano de
arroz es una de las mas importantes por su amplia distribucion e incidencia en los cultivos
dearroz. En condiciones de campo se manifiesta en el periodo que comprende desde la
floracion hasta la maduracion del arroz. Es producida por un complejo de hongos, se
caracteriza por manchas en las glumas que varian desde pequefios puntos oscuros a
extensas areas que pueden alcanzar hasta el 100 % de su superficie. La decoloracion
puede profundizar afectando el endosperma y a veces el embrion (Figura 2) (Ou, 1985;
Webster y Gunnell, 1992). A nivel mundial el manchado delgrano se presenta en la mayor
parte de las regiones de produccion de arroz (Huang et al., 2011a,b; Mew y Gonzales,

2002; Ou, 1985; Webster y Gunnell, 1992).

La enfermedad afecta los componentes de calidad del producto, provocando la
disminucion de granos enteros, granos quebradizos en el proceso de molino y granos

yesosos con coloraciones anormales. Por otra parte, también afectaa los componentes del



rendimiento, porque genera disminucion del poder germinativo, del vigor y tamafio delas
plantas, disminuye el nimero de granos por panoja y el peso de granos manchados
(Batalla, 2014; Gutiérrez, 2002, Gutiérrez et al., 2002, Pinciroli et al., 2003; Quintana et
al., 2017). De igual manera la calidad nutritiva del grano resulta peligrosa para sus
consumidores debido a la presencia de micotoxinas, sustancias altamente riesgosas para

la salud humana (Chhabra y Vij, 2019).

Figura 2. Manchado de las glumas (A); decoloracién del endosperma (B); puntuaciones negras en el endosperma (C)

El manchado de grano es causado generalmente por la accién combinada de muchos
factores bioticos y abidticos que incluyen: ataques fungicos, bacterianos y virales, alta
humedad, alta temperatura, debilidad del sistema de defensa de la planta, alta presion del
viento durante la polinizacion, deficiencia de nutrientes, faltadepolinizacion/fertilizacion
adecuada, llenado de granos inmaduros, precipitaciones en la etapa de madurez (Chhabra
y Vij, 2019). La severidad en el campo depende de la variedad de arroz, del
microorganismo causal, del momento dela infeccion, y si se produce al emerger la panoja,

provoca los mayores prejuicios (Castafio, 1985; Mew y Gonzales, 2002).

1.7.1 Patégenos
Los agentes causales de esta enfermedad varian de una region a otra (Agarwal et al.,

1975). Se han identificado alrededor de 50 géneros fungicos responsables del deterioro
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interno o externo del grano. (Huang ef al., 2011a,b; Neninger ef al., 2002; Ou, 1985; Roy,
1983).

En Argentina, la enfermedad ha sido descripta por Marchionatto (1943), pero el estudio
en profundidad de la patologia es mas reciente (Dirchwolf et al., 2018; Gutiérrez, 2002;
Lovato y Gutiérrez, 2012; Pinciroli et al., 2003, 2013; Sisterna et al., 2005). En estos
estudios, los hongos observados fueron: Alternaria alternata, A. longissima, Alternaria
padwickii, Alternaria spp., Aspergillus flavus, A. niger, Bipolaris oryzae, Bipolaris spp.,
Cercospora oryzae, Cladosporium spp., Curvularia lunata, C. oryza-sativae, C.
pallescens, C. protuberata, Curvularia spp., Epicoccum sp., Fusarium semitectum, F.
equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, Microdochium oryzae,
Nigrospora spp., Penicillium sp., Phoma spp., Phyllosticta sp., Rhizoctonia sp, Rhizopus
sp., Sordaria fimicola (Batalla, 2014, Dirchwolf et al., 2018; Gutiérrez y Cindom 2009;
Gutiérrez et al., 2009, 2010; Pinciroli et al., 2004; Sisterna y Carranza, 1990; Sisterna et
al., 1994, Sisterna y Dal Bello, 1998).

El manchado de grano de arroz es una de las enfermedades de importancia creciente en
los cultivos de arroz de la region nordeste del pais, por su amplia distribucion en los
ultimos veinte afos; se menciona a Alternaria padwickii como el principal patdgeno
asociado a semillas de arroz y que es causando de manchas foliares y ademads integra el

complejo causal del manchado del grano (Lovato et al., 2015).

1.7.2 Fuentes de in6culo

La semilla de arroz sirve como microcosmo importante de saprofitos y de
microorganismos patogenos que la colonizan e invaden tanto en las etapas previas como
posteriores a la cosecha; los tratamientos realizados a las semillas para controlar las
enfermedades fungicas transmitidas a través de ellas, resultan ser mas seguros y
economicos y ayudan prevenir el deterioro de los granos (Mohana et al., 2009). Sin
embargo, el hecho de que la enfermedad se pueda presentar externamente sobre las
glumas e internamente sobre el endosperma, o en ambos, sugiere que aun las semillas
limpias y desinfectadas pueden llevar dentro estructuras de microorganismos, sugiriendo

que los patdgenos involucrados son hongos de semilla (Batalla, 2014).
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Es importante destacar que en los campos de produccion de semillas el problema obliga
al descarte de muchos lotes, ya que los hongos causantes de enfermedades pueden ser
transmitidos por dicho érgano, siendo un eficiente agente de diseminacion y un abrigo
seguro para la sobrevivencia de patdégenos. Su transmision a campo puede originar
enfermedades en la parte aérea, como manchas foliares y en vaina (Castano, 1985;
Malavolta y Bedendo, 1999; Mew y Gonzales, 2002; Ou, 1985; Webster y Gunnell,
1992). Mew y Gonzales (2002) mencionan que los microorganismos transportados por
las semillas se pueden clasificar como patdgenos, no patdgenos y no patdégenos con
propiedades de control bioldégico. Ademas, no todos los patdgenos transportados por la
semilla de arroz, se transmite al campo cuando la semilla se ha desarrollado. La
transmision varia de un patdgeno a otro y el mismo puede reaccionar de manera diferente

cuando la semilla se siembra en diferentes condiciones de crecimiento.

1.7.3 Manejo de la micoflora de la enfermedad

El método mas frecuentemente utilizado para el control de las enfermedades de semillas
es el tratamiento con fungicidas (Mew y Misra, 1994). Su uso puede lograr un control
eficaz y eficiente de los hongos transmitidos a través de ellas (Mohana et al, 2009), pero
el uso continuo e indiscriminado de estos productos quimicos han recibido una atencion
cada vez mayor. Esto es debido a que mas patdgenos se han vuelto resistentes a los
fungicidas quimicos utilizados, a la contaminacion ambiental resultante, la toxicidad para
los organismos no objetivo y los desequilibrios ecologicos (FRAC,

http://www.frac.info/docs/default-source/publications/pathogen-risk/pathogen-risk-

list.pdf). Debido a esto, actualmente existe una gran demanda de nuevos métodos para
complementar las estrategias de manejo de las enfermedades existentes (Zhang et al.,

2013).

La concientizacion ecologica 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 biologico y los derivados botanicos aparecen
como nuevas alternativas que pueden contribuir a minimizar los dafios causados por los
patogenos y reducir el uso de productos quimicos, ofreciendo seguridad para el medio

ambiente y una eficiente opcion agrondmica.


http://www.frac.info/docs/default-source/publications/pathogen-risk/pathogen-risk-list.pdf
http://www.frac.info/docs/default-source/publications/pathogen-risk/pathogen-risk-list.pdf
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1.8 Alternativas bioldgicas

1.8.1 Control biolégico

Las aplicaciones de agentes de control bioldgico y sus metabolitos secundarios son
estrategias importantes en el control agricola contra las enfermedades de las plantas. Con
el creciente interés en el control biologico, se ha demostrado que muchos agentes de
control biolégico como Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus vallismortis, Pseudomonas
fluorescens, Streptomyces globisporus, Chaetomium globosum 'y Trichoderma harzianum
juegan papeles importantes en el control biologico de enfermedades de las plantas en la

agricultura debido a su actividad biologica potencial (Zhang et al., 2013).

1.8.1.1 Trichoderma spp.

Entre los agentes de control biologico, las especies del género fungico Trichoderma spp.
(Figura 3-A) se han estudiado desde hace mas de 70 afios (Samuels y Lodge, 1996).
Debido a sus propiedades antagdnicas, morfoldgicas y de cultivo se ha convertido en uno
de los representantes fungicos mas comtinmente usados en este tipo de control. Estas
propiedades de antagonismo se basan en la activacion de diversos mecanismos como
competencia por el espacio y los nutrientes, estimulando el crecimiento de las plantas y/o
disparando los mecanismos de defensa de las mismas. Ademas, Trichoderma spp.
micoparasita penetrando directamente las hifas del hospedador, otras veces produce
enzimas extracelulares y/o antibioticos. Otro efecto importante de Trichoderma es que al
estar en la rizosfera, induce a las plantas a producir fitoalexinas, proteinas relacionadas
con la defensa (PR) y la acumulacion de polimeros estructurales tales como callosa y
lignina entre otros (Yedidia et al, 1999). Especies del género Trichoderma han sido
usadas para el control de patdgenos foliares en plantas de la familia cruciferas, solanaceas

y gramineas (Elad y Kirschner, 1993; Michereff ef al., 1995; Scharen y Bryan, 1981).

En arroz, hay referencias de Trichoderma spp. como biocontrolador frente a patogenos
fungicos

(www.knowled gebank.irri.org/ericeproduction/.../Control of Rice Diseases.pdf) y

especificamente a patdgenos transmitidos por semilla (Halgekar ez al., 2014; Khalili et

al., 2012; Watanabe et al., 2005).


http://www.knowledgebank.irri.org/ericeproduction/.../Control_of_Rice_Diseases.pdf
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1.8.1.2 Chaetomium spp.

Por otro lado, los organismos endofitos, particularmente los hongos, han recibido una
creciente atencion en los afios recientes. Este grupo de microorganismos vive
asintomaticamente dentro de tejidos vegetales sanos y ha mostrado poseer un gran
potencial econdmico en areas como la agronomia y la medicina. Tanto los patéogenos

como los endoéfitos, pueden co-existir en las plantas, pudiendo interactuar entre ellos.

Existen antecedentes con resultados promisorios sobre el empleo del endofito
Chaetomium spp. (Figura 3-B) como agente biocontrolador. Chaetomium es uno de los
mas numerosos géneros de ascomicetes saprofitos con mas de 300 especies en todo el
mundo (Soytong ef al., 2001). Al igual que Trichoderma, activan varios mecanismos
como competencia por el espacio y los nutrientes, por lo que estimulan el crecimiento de
las plantas y/o disparan los mecanismos de defensa de las mismas. También involucra
mecanismos de produccion de antibidticos como el chaetoglobosin que suprime el
crecimiento de patogenos como Colletotrichum, Fusarium, Phytophthora y Rhizoctonia
(Soytong et al., 2001). Esta citado como antagonista tanto de patdgenos del suelo
(Soytong et al., 2001) como de patogenos foliares en cereales (Agarwal et al., 2004;
Soytong, 1991). Varias especies de Chaetomium han sido encontradas como end6fitos en

hojas de trigo (Dingle y McGee, 2003).

Algunas de estas especies como sus extractos culturales han reducido la severidad de la
roya anaranjada del trigo (Puccinia triticina) (Dingle y McGee, 2003) y existen
antecedentes para la mancha amarilla del trigo, causada por Drechslera tritici-repentis,
sobre el empleo de Chaetomium spp. con resultados promisorios (Istifadah y McGee,
2006; Istifadah et al., 2006). También hay citas de este hongo actuando como
biocontrolador de otros patdgenos de trigo como Pythium ultimum (D1 Pietro et al., 1992)
y Bipolaris sorokiniana (Agarwal et al., 2004). También se ha investigado el efecto
antagdonico de Chaetomium Spp. en patdgenos de arroz
(www .knowled gebank.irri.org/ericeproduction/.../Control of Rice Diseases.pdf); (Park
et al., 2005; Soytong, 1992a,b) y de patogenos de semillas de este cultivo (Soytong,
1988).


http://www.knowledgebank.irri.org/ericeproduction/.../Control_of_Rice_Diseases.pdf
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Figura 3. Vista microscopica de conidios de Trichoderma spp. (A); peritecio de Chaetomium spp. (B)

1.8.2 Derivados botanicos

En el ambito mundial, las investigaciones relacionadas con la utilizacion de las plantas
como materia prima de productos bioactivos experimentaron un auge extraordinario.
Muchos compuestos del metabolismo de las plantas poseen actividad fungicida contra
algunos fitopatogenos en general (Kumar et al., 2010) y para hongos de semillas en
particular (Dal Bello y Sisterna, 2010, 2015; Sisterna y Dal Bello, 2007). Para estos
ultimos existen ademdas antecedentes locales (Alanis et al., 2014; Lampugnani et al.,

2011; Pozueta et al., 2009).

1.8.2.1 Extractos naturales

1.8.2.1.1 Extracto de Ajo

Entre los derivados botanicos, se ha sefalado el efecto positivo que tiene el extracto de
ajo (Allium sativum,; Fam. Liliaceas) como antioxidante, antibacteriano, antifingico,
hipocolesterolémico, antivirico y antiparasitario. Ha sido citada su accion fungicida sobre
siete especies de hongos: Penicillium sp.; Aspergillus sp.;, Fusarium sp.; Alternaria sp.;
Colletotrichum sp.; Pythium sp. y Rhizoctonia sp. Estas cualidades son atribuidas a que
el ajo posee sustancias azufradas bioactivas como la alicina y alil-sulfuros (Arévalo,
1990). Con referencia al arroz, se citan pruebas de laboratorio con inhibiciéon del
crecimiento miceliar para Curvularia lunata (Lalitha et al, 2011; Sawatdikarn, 2011);
otros autores (Ahmed et al., 2002) probaron su eficiencia sobre Bipolaris oryzae, en

ensayos in vitro.
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La alicina es un componente oxidante producido por el ajo cuando sus células se rompen
por la accién de un corte o triturado, permitiendo la interaccion de la enzima aliinasa la
cual cataliza la conversion de aliina en alicina, en contacto con el aire y pH superior a 3.
La reaccion se completa de 0,2 a 0,5 minutos después de haber iniciado. La alicina
experimenta degradacion en forma rapida, permitiendo la formacion de nuevos
compuestos sulfurados tales como sulfuro de dialilico, disulfuro de dialilo y trisulfuro de
dialilo. Asimismo, en presencia del calor, la alicina puede transformarse en ajoeno y
viniloditiinas. Los compuestos obtenidos del ajo pueden variar segun las condiciones de

temperatura, pH y el método de extraccion empleado (Cordova-Betancourt, 2010)

El presente trabajo de investigacion representa un abordaje preliminar en el control
alternativo de los microorganismos asociados al manchado del grano/semilla de arroz,
con miras a su posible aplicacion. Considerando que esta micoflora, en diferentes
situaciones de cultivo y manejo post-cosecha puede afectar los indices de calidad del
producto, su estudio podria presentar un avance para el logro de una mejora en el

alimento.

1.9 Hipotesis y Objetivos
1.9.1 Hipétesis
Las hipotesis planteadas fueron:
a. Especies de los géneros Chaetomium spp. 'y Trichoderma spp. pueden tener un
efecto antagdnico sobre la micoflora asociada al manchado del grano/semilla de arroz.
b. El extracto de ajo presenta eficiencia en controlar la micoflora asociada al

manchado del grano/semilla de arroz.

1.9.2 Objetivos generales

e Evaluar la capacidad antagdnica de diferentes aislamientos de Chaetomium spp.
y Trichoderma spp. en la micoflora asociada al manchado del grano/semilla de
arroz.

e Determinar el efecto del extracto de ajo sobre los hongos asociados al manchado

del grano/semilla de arroz.
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1.9.3 Objetivos particulares

e Aislar e identificar los hongos asociados al manchado del grano/semilla de arroz
de distintas regiones productoras.

e Seleccionar y caracterizar morfologica y molecularmente los hongos mas
representativos asociados al manchado.

e Analizar la interaccion de Trichoderma spp. y Chaetomium spp. con los hongos
seleccionados en ensayos in vitro.

e Obtener el extracto de ajo en diferentes concentraciones y evaluar su efecto en el
crecimiento miceliar de los patdgenos seleccionados.

e Evaluar el efecto antifiingico de los tratamientos bioldgicos y el extracto de ajo
sobre la micoflora asociada al manchado del grano/semilla en ensayos in vitro.

e Evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre la germinacion y vigor de la
semilla.

e Determinar el efecto de cada uno de los tratamientos sobre un hongo patégeno

foliar transmitido por semilla, en ensayos de invernaculo.
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2.1 Introduccion

La sanidad de la semilla refiere a la presencia o ausencia de organismos causantes de
enfermedades (hongos, bacterias y virus) y plagas (insectos) (ISTA, 2011). La mayoria
de los cultivos destinados a la produccion de alimentos pueden sufrir algun tipo de
enfermedad y sus agentes causales pueden ser transmitidos a través de la semilla, por tal
motivo un buen cultivo debe iniciarse con la siembra de semillas de alta calidad, que
incluyan atributos como pureza, poder germinativo, vigor, entre otros (Gutiérrez et al.,
2010). La semilla manchada es fuente de indculo primario y un eficiente medio de
dispersion de patogenos importantes y de microorganismos saprofitos. (Guti€rrez et al.,
2010, Reis et al., 1999). Las semillas transportan patdgenos que pueden causar dafios a la
germinacion, o cuando son transmitidas a los 6rganos aéreos pueden causar enfermedades

en el cultivo afectando la produccion (Moraes, 1995).

Los procedimientos de andlisis de la sanidad de las semillas implican técnicas como:
examen directo de semillas secas, examen de semillas germinadas, examen de organismos
eliminados por lavado, examen de plantas en crecimiento (por ejemplo, test d e sintomas
en plantulas), métodos de conteo de embriones, técnicas moleculares y serologicas (Mew
& Gonzales, 2002). Para la cuantificacion de los hongos presentes en las semillas o para
la deteccion de determinados patogenos, existen medios de cultivos selectivos para
patogenos especificos y medios de cultivo no selectivos. Morato de Amaral (1987)
menciona algunos métodos utilizados en la deteccion de los principales patdogenos
asociados a los granos/semillas de arroz como: a) Método de papel filtro, b) Método de
papel filtro con congelamiento, c) Método de la placa de agar y d) Método del tubo de
ensayo con agar. Mew & Misra (1994) consideran a los métodos del papel de filtro y de

la placa agar, como métodos patrones para el analisis de semillas de arroz.

Con los avances en las técnicas moleculares, el énfasis en la identificacion y taxonomia
de hongos ha cambiado de un enfoque morfologico (por ejemplo, tamafio y forma de las
esporas) a un enfoque mas funcional basado en aspectos del ciclo de vida, mecanismos
de produccion y liberacion de esporas, relaciones de ADN y atributos fisiologicos. Las
técnicas de analisis de ADN como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el
analisis de ADN polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD) son las técnicas mas
comunmente usadas para la deteccion de microorganismos en semillas y estudios de

taxonomia (Mew & Gonzales, 2002).
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2.1.1 Objetivo

El objetivo planteado en el presente capitulo fue:

e Aislar e identificar los hongos asociados al manchado del grano/semilla de arroz

de distintas regiones productoras.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Muestras

Se utilizaron las muestras de granos/semillas de arroz de ensayos conducidos por el
Programa Arroz de Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional
de La Plata, provenientes detres localidades: Urdinarrain (32°41' delatitud Sur-58°53' de
longitud Oeste), Villa Elisa (32°.10" latitud Sur-58 ° 24' longitud Oeste), ubicados en la
Provincia de Entre Rios y Los Hornos (34 © 52’Latitud Sur-57 ° 57’Longitud Oeste)
ubicado en la Provincia de Buenos Aires. De cadalocalidad se analizaron los genotipos

pertenecientes a la variedad Yerud y la linea H-419.

2.2.2 Porcentaje de incidencia (%)

A través del examen visual se determino el porcentaje deincid encia (%) de la enfermedad
(porcentaje de grano manchado). Se tomaron 300 granos/semillas de cada una de las
muestras y se contabilizaron aquellos en los que se observaron manchas del tipo
puntuaciones (puntos negros u oscuros en su superficie) hasta manchas que cubrian gran

parte del grano/semilla (Figura 1).

Se realizo un ANOVA una via, donde las fuentes de variacion resultaron en un caso las
localidades (Los Hornos, Villa Elisa, Urdinarrain), y en otro los genotipos (Yerua y
H419). Las medias se compararon por el test de Duncan, con una probabilidad de 5 %
(p<0,05). En todos los casos se utilizo la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017

(InfoStat-Statistical Software).
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Figura 1. Comparacion de granos/semillas de arroz con mayor (A) y menor (B) grado de manchado.

2.2.3 Aislamiento de microorganismos

2.2.3.1 Micoflora del grano/semilla de arroz

El total de los microorganismos pertenecientes a la micoflora del grano/semilla de arroz
se aislaron a partir de los granos/semillas (manchados y no manchados), mediante el
método del agar, segiin normas impartidas por la International Seed Testing Association

(ISTA,2011) (Neergaard, 1979).

Los granos/semillas se desinfectaron previamente con hipoclorito de sodio al 5% durante
10 minutos, posteriormente se lavaron con agua destilada estéril y se secaron sobre papel
de filtro estéril; se sembraron 100 semillas en cajas de Petri con medio de cultivo agar
papa glucosado al 2% (APG), que contenian los granos/semillas de arroz para cada
localidad (Urdinarrain, Villa Elisa y Los Hornos) y de cada genotipo perteneciente a la
variedad Yerud y a la linea H-419, se mantuvieron en camara de cria climatizada (21°+
1°C; 75% HR; 12hs de luz + UV/12hs de oscuridad). Se realizaron dos repeticiones de

este ensayo.

Una vez desarrolladas las colonias se contabilizaron las mismas y se aislaron los agentes
fungicos en tubos de repique para su identificacion, la cual se realizd mediante la
observacion del crecimiento de las colonias y la descripcion de las caracteristicas
morfologicas como: tamafio, forma, coloracion, distribucion y agrupacion de las
estructuras vegetativas y/o reproductivas con el empleo de microscopio Optico y

estereoscopio.
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Para la determinacion género/especie, se usaron las claves taxondmicas y mediante
observacion microscopica se compararon las estructuras fungicas siguiendo la

bibliografia especifica (Booth, 1977; Ou, 1985; Ellis, 1971, 1976; Sivanesan, 1987).

Se calcul6 la presencia fingica mediante la suma de las colonias de los microorganismos
aislados a partir de los granos/semillas (manchados y no manchados) en cada repeticion,
dichos microorganismos se agruparon por géneros y se realizo un ANOVA unavia, donde
las fuentes de variacion resultaron en un caso las localidades (Los Hornos, Villa Elisa,
Urdinarrain), y en otro los genotipos (Yerua y H419). Las medias se compararon por el
test de Duncan, con una probabilidad de 5 % (p<0,05). En todos los casos se utiliz6 la

version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017 (InfoStat-Statistical Software).

De los aislamientos obtenidos y previa identificacion morfologica, se seleccionaron
aquellos hongos de mayor importancia para el manchado y con mayor potencial de dafio
en planta; para luego efectuar su caracterizacion morfologica/molecular y utilizarlos en
ensayos in vitro € in vivo con los distintos tratamientos, Trichoderma spp., Chaetomium

spp. y extracto de ajo.

2.2.3.2 Hongos Antagonistas

Los hongos antagonistas fueron obtenidos de la siguiente manera:

a) Se utilizaron 7 cepas de Trichoderma harzianum pertenecientes al CIDEFI, las
cuales se han aislado e identificado de ensayos previos de biocontrol. En Moya,
et al. (2018) se hace referencia a la caracterizacion morfocultural y molecular de
las cepas de Trichoderma harzianum utilizadas en el desarrollo de esta tesis de
Maestria.

Las especies estudiadas de Trichoderma harzianum fueron nombradas como
sigue: T2 (cepa 1), T3 (cepa 3), T4 (cepa 4), T7 (cepa 7), T8 (cepa 8), T9 (cepa 9)
y T10 (cepa 10).

b) Se utilizaron 4 cepas de Chaetomium spp. pertenecientes al CIDEFI y aislados
previamente de plantas de cebada. Las especies estudiadas de Chaetomium spp.
fueron nombradas como sigue: C2 (cepa 2), C5 (cepa 5), C6 (cepa 6) y C7 (cepa
7).
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¢) Aislamientos de las plantulas de arroz
Otros aislamientos se obtuvieron a partir de plantulas de arroz, sin presencia de
sintomas y germinadas a partir de los granos/semillas de arroz provenientes de las
tres localidades (Urdinarrain, Villa Elisa y Los Hornos), mediante métodos
fitopatologicos derutina. Las partes dehoja cortadas se desinfectaron previamente
con alcohol al 70% (minuto y medio), luego en hipoclorito al 5% (minuto y medio)
y posteriormente se lavaron con agua destilada estéril y se secaron sobre papel
filtro estéril. Se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo agar papa
glucosado (APG), y se mantuvieron en camara de cria climatizada (21°+ 1°C;

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

-3 \ 4
Figura 2. Crecimiento de las plantulas de arroz (A). Desinfeccion y siembra de las hojas obtenidas a partir de las
plantulas de arroz para los aislamiento de Chaetomium spp. (B).

2.3 Resultados

2.3.1 Porcentaje de incidencia (%)

El porcentaje de grano manchado (%) se determiné para el afio 2016. En las diferentes
muestras de grano/semilla se determiné la incidencia en los dos genotipos y las tres
localidades (Figura 3). Las muestras de Yerua presentaron valores de 50%; 18,7% y 35%
en Los Hornos, Villa Elisa y Urdinarrain, respectivamente y las de H-419 mostraron

valores de 32%; 13,7% y 21,7% en las mismas localidades.

Para dar continuidad a los ensayos, se eligid la variedad Yerud de la localidad de Los
Hornos (ubicada en la Provincia de Buenos Aires), la cual obtuvo el mas alto porcentaje
de grano manchado para el afio 2016. Teniendo en cuenta lo anterior para los
granos/semillas de la misma localidad y genotipo, se determind el porcentaje de

incidencia para el afo 2018 y se confirm6 que era relevante (57%).
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Figura 3. Porcentaje de incidencia para las muestras en el aflo 2016 (localidades y genotipos).

2.3.2 Aislamiento de microorganismos
2.3.2.1 Micoflora del grano/semilla de arroz
En los ensayos in vitro de granos/semillas de arroz se obtuvieron colonias de diferentes

agentes fungicos, dichos aislamientos se mantuvieron en tubos de repique para posterior

identificacion (Figura 4).

Figura 4. Crecimiento de las colonias de los hongos presentes en los granos/semillas de arroz provenientes de la
localidad de Los Hornos (La plata, Provincia de Buenos Aires).

[ .

Los datos de presencia fungica por localidad presentaron valores de 10,2; 10y 10,5% en
Los Hornos, Villa Elisa y Urdinarrain, respectivamente y por genotipo se mostraron
valores de 10,2 y 10,3% de Yerua y H-419, respectivamente. No se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes de presencia fungica por localidad, ni por

genotipo, los valores se detallan a continuacion (ver figuras 5 y 6).
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Figura 5: Porcentaje de presencia fungica por localidad.
Letras distintas expresan diferencias estadisticamente

significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 6: Porcentaje de presencia fingica por genotipo.
Letras distintas expresan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

Se contabilizaron la cantidad de colonias, identificindose por su morfologia y mediante

observaciones microscopicas los siguientes géneros fungicos: Alternaria spp., Bipolaris

spp., Curvularia spp., Cladosporium spp., Epiccocum spp., Exserohilum spp., Fusarium

spp., Nigrospora spp., Trichoderma spp. y las especies que no fueron identificadas se

etiquetaron como Sin Identificar (SI).

Tabla 1: Numero de colonias de los géneros fungicos encontrados en las siembras (primera repeticion) en los
granos/semillas de arroz manchado y no manchado del afio cosecha 2016

LOS HORNOS VILLA TOTAL TOTAL
ELISA URDINARRAIN Yerua H-419
Yerua | H-419 | Yerua | H-419 | Yerua | H-419
Epicoccum spp. 27 13 3 2 16 8 46 23
Alternaria spp. 50 58 58 28 30 25 138 111
Fusarium spp. 10 17 2 5 8 17 25
Bipolaris spp. 1 1 -
Nigrospora spp. 10 10 22 51 34 33 66 94
Curvularia spp. 1 4 1 4 2
Cladosporium spp. 4 4 i
Exserohilum spp. - -
Trichoderma spp. 2 1 3 -
SI 15 24 15 30 30 54




31

Tabla 2: Numero de colonias de los géneros fungicos encontrados en las siembras (segunda repeticion) en los
granos/semillas de arroz manchado y no manchado del afio cosecha 2016

LOS VILLA TOTAL | TOTAL
HORNOS ELISA URDINARRAIN Yerua | H-419
Yerua | H-419 |Yerua| H-419 | Yerua | H-419
Epicoccum spp. 22 18 5 5 14 13 41 36
Alternaria spp. 49 46 51 43 29 29 129 118
Fusarium spp. 10 12 18 8 2 4 30 24
Bipolaris spp. 1 1 1 1
Nigrospora spp. 21 21 13 35 40 29 74 85
Curvularia spp. 1 1 2 1 3 2
Cladosporium spp. 2 2 2 2
Exserohilum spp. 1 1 -
Trichoderma spp. - -
SI 1 6 2 5 16 29 19 40

La presencia fungica en orden de frecuencia creciente promedio de todas las muestras (2

genotipos y 3 localidades), resulté Alternaria spp. con un 41,3% de semillas infectadas,

Nigrospora spp. (26,6%), Epicoccum spp. (12,2%), SI (12%), Fusarium spp. (8,0%),

Curvularia spp. (0,9%), Cladosporium spp. (0,7%), Bipolaris spp. (0,3%), Trichoderma
spp. (0,3%) y Exserohilum spp. (0,1%) (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de presencia fungica por géneros de las muestras de granos/semillas de arroz (2 genotipos y 3
localidades). Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan

(p<0,05).
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De este andlisis preliminar, como se expresO anteriormente, se selecciono la variedad
Yerué de la localidad de Los Hornos (Partido de La Plata) debido a los valores de mayor
porcentaje de incidencia. De los microorganismos patogenos presentes y aislados, se
seleccionaron dos(2) hongos “dematidceos” deestructuras oscuras similares a Curvularia
spp. y Bipolaris spp. (ambos aislados del genotipo Yerua provenientes de Urdinarrain) y
un (1) hongo “monilidceo” de estructuras hialinas con caracteristicas similares a
Fusarium spp. (aislado del genotipo Yerud proveniente de Los Hornos), los cuales debido
a su importancia para la enfermedad y por su mayor potencial de dafio en planta seran
utilizados en ensayos posteriores frente a los tratamientos con los hongos antagonistas

(Trichoderma harzianum y Chaetomium spp.) y el extracto de ajo.

2.3.2.2 Hongos Antagonistas

2.3.2.2.1 Aislamientos de plintulas de arroz

Se obtuvieron 3 aislamientos de Chaetomium spp. a partir de plantulas de arroz,
germinadas de los granos/semillas provenientes de las tres localidades estudiadas; fueron

nombrados como sigue:

Tabla 3: Aislamientos de Chaetomium spp. por localidad

LOCALIDAD NOMBRE
Los Hornos (partido de La Plata) C1 (Aislamiento 1)
Los Hornos (partido de La Plata) C3 (Aislamiento 3)
Villa Elisa (Entre Rios) C4 (Aislamiento 4)

2.4 Discusion

La micoflora asociada al manchado del grano/semilla de arroz presente en las muestras
analizadas, se agrupd en 9 géneros y concuerda con resultados de investigaciones a nivel
nacional (Gutiérrez et al., 2002; Pinciroli et al., 2003, 2013; Sisterna et al., 1994) e
internacional (Neninger et al., 2002; Ou,1972).

En el presente estudio los géneros Alternaria spp. y Nigrospora spp. mostraron una alta
frecuencia de aparicion en las dos repeticiones, coincidiendo con los resultados de Mew
& Gonzales (2002) que ademas, mencionan la deteccion de un total de mas de 80 hongos

en semillas de arroz, alrededor de 20 especies de patogenos flingicos y una variacion en
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la frecuencia de deteccion. Marchio (2016) menciona a los géneros Alternaria spp. 'y
Epicoccum spp. con mayor presencia en la localidad de La Plata, mientras que Nigrospora
spp. tuvo mayor presencia en la localidad de Urdinarrain, resultados similares a los

reportados en este estudio.

Pineda et al., (2007) ha reportado un porcentaje de infeccion generalmente bajo en
semilla, excepto para Curvularia oryzae y Nigrospora spp. Este Ultimo género fue
detectado en todas las partes de la semilla presentando coloracion gris ceniza con puntos
negros, con incidencias de 24%, 16% y 6% para las tres variedades estudiadas. En
Ecuador, Briones Huacon (2014) ha mencionado a Curvularia spp. y Nigrospora spp.
como los microorganismos aislados de semillas de arroz con mayor porcentaje de
incidencia con valores de 25-40% y 20-50%, respectivamente. Valores cercanos a los

encontrados en nuestro estudio para Nigrospora spp.

En Pinciroli et al., (2003) de las especies halladas en el andlisis de sanidad de semillas,
Alternaria alternata fue el organismo con mayor porcentaje de contaminacion. Segin Ou
(1985) y Neninger et al., (2002) el género Alternaria spp. tiene varias especies
parasitando semillas de arroz y existen registros de ser el de mayor presencia en granos
con manchado reportados por Broggi et al., (2007) y Ou, (1985). De Farias et al. (2007)
han reportado una mayor prevalencia de Alternaria spp., Bipolaris spp. y Nigrospora spp.
con valores de 9,61%, 9,3% y 8,56% respectivamente. Nuestros resultados fueron mucho
mayores para Alternaria spp. y Nigrospora spp. y mas bajos para Bipolaris spp., con
valores de 41,3%, 26,6% y 0,3% respectivamente. Gutiérrez (2002) registra a Alternaria
padwickii, A. longissima y A. alternata para las zonas de cultivo con temperaturas mas

elevadas.

Pineda et al. (2007) senalan que Nigrospora spp., Cladosporium spp. y Curvularia
oryzae, no constituyen problemas de tipo patolégico en arroz y muchas veces estan
presentes como hongos saprofitos en el tejido danado; sin embargo, en otras regiones del
mundo, estos mismos son sefialados como fitopatdogenos (Marchio, 2016). Winter et al.
(1974); Sisterna et al. (1994) y Gutiérrez (2002), citan a las especies de Epicoccum spp.
produciendo la llamada mancha roja del grano. Si bien no son considerados parasitos
virulentos, su presencia es frecuente y constante en el complejo flngico causante del

manchado en Argentina.
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Los porcentajes de presencia fungica por localidad y por genotipo no presentaron
diferencias significativas, sin embargo se observa una mayor presencia de hongos en la
localidad de Urdinarrain; Estraday Sandoval (2001) mencionan que es importante tener
en cuenta que el manchado de los granos es una enfermedad muy compleja determinada
por la interaccion patdgeno-hospedante-ambiente, lo que podria explicar las diferencias

detectadas entre ambientes y genotipos.

Con respecto a la incidencia (porcentaje de grano manchado), el porcentaje fue superior
para el genotipo Yerua, aun cuando el genotipo H-419 presentd mayor cantidad de
especies fungicas. Segun Batalla (2014), la micoflora que afectaal grano manchado puede
presentar variacion de acuerdo al mayor o menor grado de susceptibilidad de cada
genotipo, se ha informado que en la cascara de arroz estan presentes aminodcidos
proteicos y acidos grasos, entre otros compuestos, que le confieren alto valor nutricional
y pueden favorecer el desarrollo dehongos. Al estar compuesta por el pericarpio y la testa
(siendo ésta Glltima una membrana semipermeable) posibilitaria el paso hacia el interior
de microorganismos que se pueden alimentar también de la capa de aleurona que rodea
al endosperma y al embrion, lo que explica la presencia de esporulacion, tanto en granos
manchados como en granos aparentemente sanos. Ademas, es posible que las condiciones
climaticas, las cuales no pudieron verificarse, influyan presentando diferencias entre
genotipos como lo encontrado por Pinciroli et al. (2003) y Cardenas Travieso et al.

(2004).

De igual manera los porcentajes de presencia fungica puede atribuirse a una mayor
competencia interespecifica entre los hongos presentes en ambos genotipos, la falta o
ineficacia en las medidas preventivas para el manejo de la enfermedad en campo, unido
a las condiciones favorables para el desarrollo de la mayoria de los hongos (Rivero-

Gonzélez et al., 2012).

Algunos autores han estudiado en profundidad esta enfermedad (Gutiérrez, 2002;
Gutiérrez et al., 2002; Gutiérrez y Cindom, 2009; Mamone y Gaetan, 1999, Sisterna et
al., 1994, Pinciroli et al., 2003), y han identificado numerosos hongos asociados al
manchado: Alternaria padwickii, A. longissima, Curvularia lunata, C. protuberata, C.

pallescens, Bipolaris oryzae, Phoma spp., Epicoccum spp., Fusarium semitectum, F.
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equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, Microdochium oryzae, Nigrospora spp.,
Cercospora oryzae, Cladosporium spp., Phyllosticta spp., Rhizoctonia spp., Rhizopus
spp., Penicillium spp., Aspergillus flavus y A. niger.

La eleccion de los tres géneros estudiados frente a los tratamientos biocontroladores
(tratamientos bioldgicos y extracto de ajo): Bipolaris spp., Curvularia spp. y Fusarium
spp. fueron coincidentes con otros trabajos de antagonismo (Akila y Ebenezar 2009),
donde 7. harzianum obtuvo un porcentaje de inhibicion de 66,85%, 45,51% y 59,89%
frente a D. oryzae, C. lunata y F. moniliforme respectivamente, valores por encima de los

resultados obtenidos en este estudio.

La composicion de la flora fungica en el grano de arroz puede estar influenciada por las
condiciones meteorologicas de temperatura y precipitacion durante el periodo de llenado
del grano (Marchio, 2016). De Farias et al. (2007) mencionan que la sanidad de las
semillas varia de un afio a otro y de un lugar a otro, dependiendo de las variaciones
naturales en las condiciones ambientales, la prevalencia de razas patdgenas, la

susceptibilidad de los cultivares y el manejo de las practicas culturales.
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3.1 Introduccion

El control biologico es el uso de organismos (o de sus metabolitos secundarios o
subproductos) que son enemigos naturales de una plaga o patégeno, con el fin de reducir
o eliminar sus efectos dafiinos en las plantas o sus productos. Esta herramienta de manejo
se sustentaen microorganismos beneficiosos que establecen interacciones directas detipo
antagonista con el patogeno y de tipo indirectas como la estimulacion de defensas del
huésped. Los mecanismos de efecto directo incluyen la competencia por el espacio y los
nutrientes, la inactivacion de los sistemas de ataque del patogeno, la modificacion de la
rizosfera, la secrecion de metabolitos con efecto antibidtico y el ataque directo a otros

hongos (Micoparasitismo) (Sandoval y Belesansky, 2020).

Trichoderma spp. es uno de los agentes de control biolégico mas estudiado a nivel
mundial, del cual se ha demostrado que posee capacidad para interferir en los procesos
vitales del patogeno (Martinez et al. 2013) y ademas de poseer tanto actividad antagonista
como estimuladora del crecimiento vegetal (Sandoval y Belesansky, 2020). La capacidad
de producir diversos metabolitos y de adaptacion a diversas condiciones ambientales y
sustratos, confiere la posibilidad de ser utilizada en la industria biotecnoldgica (Martinez

et al. 2013).

Actualmente, existe muchos estudios con resultados prometedores sobre el uso dehongos
endofitos como Chaetomium spp. Los mecanismos antagonistas de este hongo incluyen
la competencia por el espacio y los nutrientes, el micoparasitismo y la produccion de
metabolitos (antibiosis) (Mandal et al., 1999, Moya et al., 2016). Chaetomium spp.
también se ha informado como antagonista de patogenos foliares y del suelo (Soytong et

al., 2001).

3.1.1 Trichoderma spp.

Los hongos filamentosos del género Trichoderma, pertenecientes a la familia
Hypocreaceae, son cosmopolitas en suelo, madera y hortalizas en descomposicion,
muestran una notable gama de estilos de vida e interacciones con otros hongos o plantas,
lo que les confiere alta plasticidad ecologica, capacidad enzimatica para degradar
sustratos, metabolismo variable y resistencia a inhibidores microbianos (Lorito, 2006).

Morfologicamente se caracteriza por presentar un talo fino, los conididforos son
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ramificados como arbol pequeno, penachos compactos en forma de anillo con sistema de
ramas irregulares de manera piramidal, los cuales terminan en fidlides en forma de
esporas asexuales o conidios, que pueden emerger directamente del micelio. Igualmente,
como método de resistencia, los hongos de este género tienen la capacidad de producir
clamidosporas, las cuales pueden producirse en zonas terminales del micelio, como zonas
medias o intercalados (Mesa Vanegas, ef al. 2019). Es facilmente aislado del suelo por
métodos convencionales, en gran parte debido a su rapido crecimiento, abundante
conidiacion, formacion de clamidosporas y colonizacion de sustratos orgénicos, lo que
facilita un rapido desarrollo en varios sustratos (Gupta ef al. 2014). La mayoria presenta
un color blanco, que se torna verde o amarillento con esporulacion densa. En algunas
especies, los conidios maduros aparecen de color verde oscuro en el microscopio, otras
especies se caracterizan mejor por una completa falta de pigmento (Mesa Vanegas, ef al.
2019). Los olores aromaticos que se asemejan al coco son producidos cominmente por

cepas de T. viride y algunas otras también por 7. atroviride (Harman y Kubicek, 2014).

3.1.2 Chaetomium spp.

Chaetomium es uno de los principales géneros de ascomicetos saprotroficos y se han
descrito mas de 300 especies de Chaetomium spp. Las colonias son de crecimiento rapido,
de color pardo, oliva o gris, de aspecto granular, algodonoso o lanoso, que pueden
presentar o no exudados, o producir pigmentos difusibles en diversos medios de cultivo
y que, por lo general, carecen de olor; ascomas ostiolados, generalmente superficiales,
globosos, subglobosos, piriformes, ovoides, obovoides, ampliamente elipsoidales o
ampuliformes, que pueden o no presentar un cuello largo, usualmente cubiertos de pelos
o setas, que se fijan al sustrato mediante hifas especializadas (rizoides), presentan un
ostiolo en el &pice, que generalmente estd rodeado por pelos terminales. Las ascosporas
son unicelulares, incoloras cuando son jovenes, de color marron o gris olivaceo al
madurar, pueden tener uno o dos poros germinativos, los que varian de posicion segln la

especie (Von Arx ef al. 1986).

C. globosum, ha sido reportado como posible agente de control bioldégico de varios
patdgenos de plantas del suelo y del aire El mecanismo por el cual C. globosum controla
las poblaciones patdgenas ha sido el resultado de la produccion de antibidticos (D1 Pietro

et al. 1992).
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3.1.3 Bipolaris spp.

El género Bipolaris spp. incluye varios patogenos vegetales importantes con distribucion
mundial. Estas especies se asocian comunmente con machas foliares, tizon de las hojas,
pudricion deraices y otros sintomas de enfermedades principalmente en cultivos dearroz,
maiz, trigo y sorgo y varias otras plantas hospedantes (Berbee et al. 1999; Ellis, 1971,
Sivanesan 1987). Bipolaris pertenece los Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales,
Pleosporaceae. Bipolaris oryzae causa manchas marrones en hojas y semillas. Las
manchas foliares son ovoides de hasta 1cm de largo, generalmente de color marron, a
veces de color purpura, se forman centros blancos a grises que a menudo se fusionan
cuando la hoja se seca. (Sivanesan, 1987).

Los conidios generalmente son curvos, rara vez rectos, naviculares, fusiformes,
obclavados o casi cilindricos, hialinos cuando esta inmaduros a ligeramente marrén
cuando estan maduros. Colonias esponjosas, algodonosas de coloracion blanca cuando

son jovenes, tornandose ligeramente grises cuando maduran (Manamgoda et al., 2014).

3.1.4 Curvularia spp.

Curvularia spp. pertenece al orden Pleosporales familia Pleosporaceae, es el estado
anamorfico de Cochliobolus lunatus (telemorfo) (Sivanesan, 1987; Base de datos global
de EPPO, 2002). Curvularia lunata es un patdogeno facultativo que causa fallas en la
germinacion de semillas de cereales y otros cultivos (Sivanesan, 1987). En arroz causa

manchado de las hojas y tizon a plantulas (Estrada y Sandoval, 2004).

A nivel microscopico desarrolla hifas vegetativas tabicadas, ramificadas, subhialinas a
pardas, lisas a algo rugoso, con tamafio aproximado de 1,5 a Sum de ancho. Conidiéforos
septados, simples o ramificados, a menudo con una base bulbosa y geniculados o
doblados en el &pice, de color marrén claro a oscuro, con paredes celulares mas gruesas
que las de las hifas vegetativas (39-430um de largo, 4-9um de ancho en la base y 2,5-
6um de ancho hacia el centro). Conidios casi siempre de cuatro septos, a menudo
curvados en el tercer septo desde la base, que es mas grande que las otras células

intermedias de color marron a marréon oscuro (Manamgoda et al., 2012).

3.1.5 Fusarium spp.
El género Fusarium, perteneciente a los ascomicetos, orden Hypocreales, familia

Hypocreaceae, fue descrito por primera vez por Link en 1809. Los miembros de este
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género son numerosos y se pueden encontrar como patdgenos, end6fitos y saprofitos en
plantas y suelos de todo el mundo. La amplia distribucion de las especies de Fusarium se
puede atribuir a la capacidad de estos hongos para crecer en una amplia gama de sustratos
y a sus eficientes mecanismos de dispersion. Estos hongos producen una serie de
metabolitos secundarios, o micotoxinas, que son toxicos para los humanos y animales,
causando enfermedades que afectan la agricultura y horticultura y ha generado impactos
econdémicos casi devastadores, es por estarazon que el género Fusarium se ha convertido

en un importante foco de investigacion.

La clasificacion morfoldgica en el género Fusarium spp. se basa en las caracteristicas
macro y microscopicas del cultivo. El tipo de micelio aéreo, pigmentacion y tasa de
crecimiento de la colonia, asi como la presencia o ausencia deesporodoquios, esclerocios
o estroma. El color que desarrollan dependedela especie y puede ser blanquecino, crema,
anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc., estas coloraciones pueden variar segun los
diferentes medios de cultivo. El micelio aéreo suele ser abundante y de aspecto
algodonoso. El medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) se usa mayormente para
evaluar la morfologia, pigmentacion y velocidad de crecimiento de la colonia, ya que
debido a su alto contenido de carbohidratos, generalmente favorece el crecimiento en
detrimento de la esporulacion. Las especies del género Fusarium pueden producir dos
tipos de esporas asexuales: macroconidias y microconidias y un tipo de espora de
resistencia: clamidosporas. Algunas especies producen los tres tipos, mientras que otras
especies no, por tanto estas estructuras son claves para la caracterizacion de las especies

(Caro, 2015).
3.1.6 Objetivos
Los objetivos planteados en el presente capitulo fueron:

» Seleccionar y caracterizar morfologica y molecularmente los hongos mas

representativos asociados al manchado

* Analizar la interaccion de Trichoderma harzianum.y Chaetomium spp. con los

hongos seleccionados en ensayos in vitro.
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3.2 Materiales y métodos

Las cepas de Trichoderma harzianum que se utilizaron para este estudio, fueron
identificadas y caracterizadas tanto morfoldogica como molecularmente, en estudios
previos (Moya et al., 2018). De los 7 aislamientos de Chaetomium spp. que seran
utilizados en este ensayo, solo el aislamiento de mejor comportamiento serd identificado

a nivel de especie, para dar continuidad a los siguientes objetivos de esta tesis.

3.2.1 Cultivos monosporicos

Para establecer una cepa que garantice la pureza del aislamiento utilizado y para contar
con una genética homogénea se realizaron cultivos monospoéricos de Ch (Chaetomium
spp.), Bi (Bipolaris spp.), Cu (Curvularia spp.), Fus (Fusarium spp.). Se considerara un

solo aislado monosporicos del cultivo polisporico de cada uno de los géneros.

Al cultivo polispdrico inicial de Ch, Biy Cu se le agregaron 20ml deagua destilada estéril
y con una varilla de vidrio se realizdé un raspado del micelio, con el fin de remover las
esporas. Para el cultivo monosporico del hongo aislado e identificado con caracteristicas
similares a Fus, se realizo el repique mediante el uso de un ansa estéril en el medio de
cultivo Carboximetil celulosa (CMC) liquido en bafio térmico a 25°C en agitacion a 45

revoluciones min-! por 2 dias (Cappellini y Peterson, 1965).

A partir de las suspensiones de esporas de Ch, Biy Cuy del cultivo liquido y esporulado
de Fus se realizaron diluciones sucesivas de 107! (1:10), 10-2(1:100) y 10-3 (1:1000). De
la tltima dilucion, se depositaron 20ul en el centro de las cajas de Petri que contenian los
medios de cultivo: agar papa glucosado (APG) y Carboximetil celulosa (CMC); y se
dispersaron con perlas de vidrio. Usando un microscopio con aumento de 40X se
localizaron los conidios aislados, el area mas proxima donde se encontraban dichos
conidios en formacion fue separada con una hoja de bisturi estéril. La fraccion de agar
cortada fue colocada en una caja de Petri con medio de cultivo APG y se incubo a 25°C

en ciclos de luz de 12hs.

Se revisaron diariamente los cultivos monospoéricos para verificar la aparicion de la

colonia a partir de los conidios aislados.
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Figura 1. Medio de cultivo Carboximetil celulosa (CMC) liquido para el crecimiento de Fusarium graminéarum (A).
Vista al microscopio con aumento de 40X de cultivo monospoérico de Fusarium graminearum (B)

3.2.2 Caracterizacion morfocultural
3.2.2.1 Trichoderma spp.
En Moya, et al., (2018) se hace referencia a la caracterizacion morfocultural de las cepas

de Trichoderma harzianum utilizadas en el desarrollo de esta tesis de Maestria.

3.2.2.2 Chaetomium spp., Bipolaris spp., Curvularia spp.y Fusarium spp.

Se observaron las caracteristicas macroscopicas de las cepas; cada hongo se cultivd
mediante la siembra de discos con micelio en crecimiento extraidos con un sacabocados
en medio de cultivo agar papa dextrosa comercial (APD Britania) en placas de Petri de

90mm. Se incubaron a 25°C. La observacion se realizd luego de 10 dias.

Las caracteristicas culturales evaluadas, fueron: aspecto y coloracién de la colonia,
liberacion de pigmentos al medio. La identificacion se realizd con la ayuda de claves
taxonomicas (Ellis, 1971; Sivanesan, 1987; Von Arx et al. 1986). Por cada hongo se

realizaron 3 repeticiones.

Para la observacion bajo el microscopio Optico de la presencia o ausencia de estructuras
microscopicas caracteristicas de las cepas, se tomo una pequena porcion de micelio del
hongo extraida con sacabocados y se coloco en 1ml de agua destilada estéril, se llevo a
agitacion y posteriormente se colocaron sobre un portaobjetos, donde se midieron el largo

y ancho de 50 conidios por cada cepa.
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3.2.3 Identificacion molecular
3.2.3.1 Trichoderma spp.
En Moya, et al. (2018) se hace referencia a la caracterizacion molecular de las cepas de

Trichoderma harzianum utilizadas en el desarrollo de esta tesis de Maestria.

3.2.3.2 Chaetomium spp., Bipolaris spp., Curvularia spp. y Fusarium spp.

Los aislamientos de Chaetomium spp., Bipolaris spp., Curvularia spp. y Fusarium spp.
se sembraron en cajas de Petri de 60mm que contenian medio de cultivo liquido Agar-
papa glucosado. El micelio formado se recolecto6 a los 7 dias post-incubacion a 25°C. Para
la extraccion del ADN se siguid la metodologia desarrollada por Aljanabi y Martinez
(1997) y la calidad de éste fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa 0,7%
(P/V) suplementado con Bromuro de etidio (100 ng mL-"). La cantidad de ADN fue
estimada por comparacion con el marcador de peso molecular de concentracion conocida
del genoma del fago Lambda digerido con la enzima Hind IIT (Promega, Biotech) usando

un analizador de imagenes (SYNGENE GeneTools).

La identidad de los aislamientos fungicos de Chaetomium spp., Bipolaris spp. y
Curvularia spp. previamente descrita a partir de caracteres morfologicos, se corrobord

por medio de la amplificacion de las regiones ITS, TEF-1a. y GPDH, para Bipolaris spp.
y Curvularia spp., y de las regiones ITS y TEF-1a para Chaetomium spp.

Se utilizaron los primers universales ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")
e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") para amplificar el ITS, los primers 983F
(5'- GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3") y 2218R (5'-
ATGACACCRACRGCRACRGTYTG-3") para amplificar el TEF y los primers gpdl
(5'-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3") y gpd2 (5'-GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-
3’) para amplificar el GPDH. El programa de PCR consisti6 de un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min; seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 1 min, 45 seg a 56°C para ITS, 50 seg a 54°C para TEF y 60 seg a 52°C para
GPDH, 1 min a 72°C y un paso de elongacion final a 72°C por 5 min. La mix de reaccion
contenia Buffer1 X (500 mM KCI; 100 mM Tris—HCI, pH 9,0 a 25°C; 1% Triton X-100),
1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1 Unidad de Taq
ADN polimerasa y aproximadamente 20 ng demolde de ADN (reactivos Inbio Highway,
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Tandil, Buenos Aires, Argentina). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un ciclador
MJ Research (PTC-150 MiniCycler).

Los fragmentos amplificados se precipitaron en un volumen de isopropanol y 0,1
volumen de acetato de amonio 3M. La mezcla fue incubada a -18°C durante 12 h y luego
centrifugadaa 15,000g por 15min. El pellet de DNA fue lavado con etanol 70%, secado
y disuelto en agua destilada estéril. Los amplicones fueron secuenciados en Macrogen

Inc. (Seul-Corea). Las secuencias fueron editadas usando el programa BioEdit version
7.0.9.0 (Hall, 1999) y luego analizadas en la base de datos de genes GenBank database

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para Fusarium spp. la reaccion de amplificacion se llevd a cabo con los primers especie-
especificos FgloNF (5'-ACA GAT GAC AAG ATT CAG GCA CA-3")y Fgl6NR (5'-
TTC TTT GAC ATC TGT TCA ACC CA-3) desarrollados por Nicholson et al. (1998)
acorde a las modificaciones del procedimiento descripto por Malbran et al. (2012). La
reaccion se hizo en el termociclador PTC-150 MiniCycler™ (M.J.Research, INC,
EE.UU.). La mezcla dereaccion se realizd en volumenes de 25ul, conteniendo 5-20 ng
de ADN fungico, 200 uM de cada nucledtido (dATP, dCTP, dGTPy dTTP), 0,5 uM de
cada uno de los primers (FAGOS/Ruralex, Argentina), 0,8 unidades de Taq polimerasa
(Highway Molecular Biology — InBio-UNICEN-Tandil, Argentina), 1,5uM MgCl, y
10X bufferde reaccion (S0mM KCl, 10mM Tris-Cl, 1% Triton X-100). El programa de
ciclado consistio en un paso de desnaturalizacion (95°C) por 3 min, seguido por 38 ciclos
de desnaturalizaciéon a 95°C por 30 segundos, annealing a 62°C por 20 segundos y
extension a 72°C por 45 segundos, seguidos por un ciclo final de extension (72°C) durante

5 min. Hasta su recuperacion las reacciones fueron mantenidas a 15°C.

Todas las reacciones incluyeron un control positivo, uno negativo y control de las

condiciones de reaccion.

3.2.4 Cultivos duales

Con el fin de seleccionar los mejores aislamientos de Trichoderma harzianum y
Chaetomium spp. y evaluar su potencial antagonico, se utilizod la técnica del cultivo dual
(Dal Bello et al, 1994). Dicha técnica consiste en colocar, dentro de cajas de Petri

conteniendo 9 ml de medio de cultivo agar papa glucosado (APG) y a 4 cm uno del otro,



48

dos discos de 5 mm de diametro del patéogeno y de los antagonistas, extraidos con un

sacabocado.

Se realizaron 6 repeticiones por muestra/tratamiento con sus respectivos testigos, los
cuales consistieron en discos de Smm de didmetro de los patéogenos dentro de cajas de
Petri. Las cajas se incubaron en estufa a 25°C y la evaluacion se realizé con los valores
de los 6 dias, tiempo en el que los testigos llegaron a su maximo de crecimiento en la

placa de Petri.

Se calculo el porcentaje de inhibicion miceliar (MGI (%)), mediante la férmula de
Michereff et al., (1994)
(MGC — MGT)

MGI (%) = MGC x100

Donde,
MGC = Long. media del crecimiento miceliar testigo

MGT =Long. media del crecimiento miceliar tratado.

e En el caso de los patdgenos confrontados con 7. harzianum, y debido al
crecimiento mas rapido de esta especie los discos de 5 mm de didmetro se
colocaron en el siguiente orden: primero el disco del patégeno y dos (2) dias

después el de T. harzianum.

e En cuanto a la siembra de los patdogenos confrontados con Chaetomium spp.

los discos de 5 mm de diametro fueron colocados al mismo tiempo que el

antagonista.

Adicionalmente a la evaluacion a nivel macroscopico y para complementar el ensayo se
hicieron observaciones microscopicas de la zona de interaccion 7. harzianum - patdogenos
y Chaetomium spp. - patégenos, con el fin de comprobar alteraciones en la morfologia

del patogeno.

Con los datosobtenidos del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) se realizé un anélisis
de la varianza (ANOVA), se utilizaron como fuentes de variacion las 7 cepas de
Trichoderma spp. y los 7 aislamientos/cepas de Chaetomium spp. para cada uno de los
patogenos evaluados (Curvularia lunata, Bipolaris oryzae y Fusarium graminearum).

Las medias se compararon por el test de Duncan, con una probabilidad de 5 % (p<0,05).
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En todos los casos se utilizo la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017 (InfoStat-

Statistical Software).

3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacion morfocultural

3.3.1.1 Trichoderma spp.

En Moya, et al. (2018) se hace referencia a la caracterizacion morfocultural de las cepas

de Trichoderma harzianum utilizadas en el desarrollo de esta tesis de Maestria.

3.3.1.2 Chaetomium spp.

Las colonias de Chaetomium spp. presentan una coloracion olivacea a parda de aspecto
granular y en algunas partes con micelio blanco de tipo algodonoso. A nivel microscopico
se observan ascosporas limoniformes decolor gris-olivaceo transltiicidas a la luz reflejada

(Figura 2).
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Figura 2. Chaetomium spp. (aislamiento C4) en medio de cultivo APG. Anverso de la placa de Petri (A)(B); reverso
de la placa de Petri (C); ascosporas (D)(E)

3.3.1.3 Bipolaris spp.

Las caracteristicas morfologicas observadas fueron: Colonias esponjosas de coloracion
grisacea, de consistencia algodonosa y en algunas partes de la colonia de coloracion gris
claro a blanquecina. En el reverso de la placa de Petri se observa una coloracion gris
oscura a negra. Los conidios algunas veces curvados, fusoides u obclavados, cilindricos

de color marron claro, presentaron de 3 a 6 distoseptos y de 8-11um de largo (Figura 3).
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Figura 3. Bipolaris spp. en medio de cultivo APG. A‘iiverso de la placa de Petri (A)(]é').; r.elverso de la placa de Petri
(C); conidios (D)(E)(F)

3.3.1.4 Curvularia spp.

La colonia presenta micelio de apariencia aterciopelada que se expande hacia la periferia
con un margen fimbriado, de coloracién grisdceo oscura, en el reverso se observa una
coloracion negra, los conidios ligeramente curvados en forma de media luna con 3 septos

de coloracion pardo a marrén oscura de aproximadamente 4um (Figura 4).

Figura 4. Curvularia spp. en medio de cultivo APG. Anverso de la placa de Petri (A)(B); reverso de la placa de Petri
(C); conidios (D)(E)
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3.3.1.5 Fusarium spp.

La colonia presenta un micelio algodonoso de coloracidn marrén amarillento con tintes
rosados principalmente en el centro dela placa, hacia los extremos presenta areas de color
que van de marron rojizo a naranja. En el reverso se observa una coloracion marron rojiza
en el area central que se va haciendo mas amarillenta a medida que se aleja del centro de

la caja de Petri. Al microscopico Optico se observo la presencia de macroconidias con

forma curvada, pluriseptadas y la célula basal presenta forma de pie (Figura 5).

Figura 5. Fusarium spp. en medio de cultivo APG. Anverso de la placa de Petri (A)(B); reverso de la placa de Petri
(C); macroconidias (D)(E)

3.3.2 Identificacion molecular
3.3.2.1 Trichoderma spp.
En Moya, et al. (2018) se hace referencia a la caracterizacion molecular de las cepas de

Trichoderma harzianum utilizadas en el desarrollo de esta tesis de Maestria.

3.3.2.2 Chaetomium spp., Bipolaris spp., Curvularia spp.y Fusarium spp.

El andlisis de la secuencia del ITS, TEF y GPDH, confirmé la identificacién a nivel
especifico de los aislamientos de Chaetomium spp., Bipolaris spp. y los de Curvularia
spp., realizada morfo-culturalmente. En la tabla 1 se muestran las regiones amplificadas

de los aislamientos y los resultados de la identificacion molecular.
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Tabla 1. Regiones que fueron amplificadas de los aislamientos de Chaetomium spp., Bipolaris spp. y Curvularia spp
y resultado de la identificacion molecular.

Aislamiento  Region Resultado
Al ITS Bipolaris oryzae
Al TEF Bipolaris oryzae
Al GPDH Bipolaris oryzae
A2 ITS Curvularia lunata
A2 TEF Curvularia lunata
A2 GPDH Curvularia lunata
A3 ITS Chaetomium globosum
A3 TEF Chaetomium globosum

Para el aislamiento identificado en este estudio como Fus se muestra el producto de la
amplificacion obtenida. La linea 1 contiene el control negativo (H20), la linea 2 contiene
el control positivo (DNA de Fusarium graminearum) que permitira la identificacion de
Fus como Fusarium graminearum, la linea 3 contiene otro control negativo (DNA deotra

especie fingica) y las lineas 4, 5 y 6 contiene DNA del aislamiento en estudio Fus (Figura
6).

Figura 6. Resultado de la PCR para identificacion de Fusarium graminearum
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3.3.3 Cultivos duales

3.3.3.1 Trichoderma harzianum

En la Tabla 2 se puede observar el porcentaje de inhibicion miceliar de las 7 cepas de T.
harzianum frente a los patégenos. B. oryzae presentd un porcentaje deinhibicion miceliar
maximo de27,50% para la cepa T2, la cual se diferenci6 estadisticamente de las demas
cepas de 7. harzianum y un valor minimo para la cepa T9 con un valor de 6.17%. Para C.
lunata los valores de inhibicion miceliar oscilaron entre 25,69% y 7,15% observandose
un maximo para la cepa T3 y un minimo para la cepa T10. Los valores de las cepas T2 y
T9 que correspondientes a 19.60% y 14.48% no presentaron diferencias significativas
entre ellas. Para Fusarium graminearum las cepas T2, T3, T4, T7 y T8 con valores de
23,36%, 24,50%, 22,43%, 23,78%y 22,95% respectivamente, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Se registré ademas un valor minimo de 14,90% para la

cepa T9.

En cuanto al porcentaje de inhibicion miceliar MGI para cada una de las cepas de
Trichoderma harzianum frente a los patdgenos se observd que la cepa T2 presento un
comportamiento favorable frente a B. oryzae con un valor de 27,5%; T3 frente a C. lunata
con un valor de 25,7%; T4, T7, T8, T9 y T10 frente a F. graminearum con valores de
22,4%, 23,8%, 23%, 14,9% y 19,8%, respectivamente. Los valores promedios de las
cepas T2 y T3 no presentaron diferencias significativas entre ellas con valores de 23,5%

y 20,8%, respectivamente.

Tabla 2: Valores medios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas del género antagonista 7.
harzianum frente a los patdgenos B. oryzae, C. lunata 'y F. graminearum en cultivos duales.

Trichoderma harzianum

Cepa | Bipolaris oryzae | Curvularia lunata | Fusarium graminearum | PROMEDIO
T2 27,5a 19,6b 23,4a 23,5a
T3 12,3bc 25,7a 24,5a 20,8a
T4 14,4b 11,7cd 22,4a 16,2b
T7 6,7cd 10,1cd 23,8a 13,5bc
T8 8,5¢cd 8,4cd 23a 13,3bc
T9 6,2d 14,5bc 14,9¢ 11,9¢
T10 10,8bed 7,2d 19,8b 12,6¢

Las medias con la misma letra no tienen diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de Duncan

(p<0,05).
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Los figuras 7 y 8 corresponden a las medias de los porcentajes de inhibicion miceliar
(MGTI) de las 3 cepas de hongos patdgenos en presencia de las 7 cepas de 7. harzianum y

los controles.

Trichoderma harzianum

30 N
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— bc c
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bcd
10 cd cd
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Cepas Trichoderma harzianum

B C. lunata M B.oryzae M F.graminearum

Figura 7: Valores medios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas de 7. harzianum frente a los
patégenos B. oryzae, C. lunata y F. graminearum. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 8: Valores promedio del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas de T. harzianum. Letras
distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Macroscopicamente se observd en los ensayos de cultivos duales, diferentes velocidades
de crecimiento y estrategias de antagonismo de 7. harzianum. En la Figura 9 se muestran
la interaccion de las cepas T3, T7 y T8 de T. harzianum frente a los diferentes patdgenos

y sus testigos.

Se observo que las cepas T2, T3 y T4 presentaron una pigmentacion amarilla en el medio
de cultivo frente a B. oryzae, C. lunata y F. graminearum (ver Figura. 10). A los 6 dias

rodearon totalmente la colonia del patdgeno, esporulando alrededor o sobre ella.

Figura 9: T7 frente a B. oryzaey testigos (A); T3 frente a C. lunata y testigos (B)i;tl"8 frente a F. gram in y testigos
(©.

Figura 10: T2 frente a B. oryzae y testigo (A); T4 frente a C. lunata y testigo (B); T3 frente a F.graminearum y testigo
©

Las cepas T7, T8, T9 y T10, no presentaron pigmentacion amarilla frente a los patdégenos.

En el cultivo dual de la cepa T7 frente a B. oryzae, se pudo observar un halo marrén

rodeando la colonia del patogeno (Figura 11A).
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D

Figura 11: T7 frente a B. oryzaey testigo (A), T8 frente a B. oryzae 'y tésﬁ;g(-) (B, T9 frente a F, graminearum y testigo

(C), T10 frente a F. graminearum y testigo (D).

A nivel microscopico, se evidencid en la zona de interaccion patdgeno-antagonista,
micoparasitismo con enrulamiento, micelio vacuolizado, micelio deformado y conidios

albinizados o sin presencia de septos (Figura 12).

r S - | -

Ry D BN 4 ,
Figura 12: Micelio de B. oryzae deformado por adelgazamiento (A); hifas de 7. harzianum enrrolladas al micelio de
C. lunata (B); hifas de T. harzianum enrrolladas al micelio de B. oryzae (C); conidios de B. oryzae sin presencia de
septos (D); conidios de C. lunata enrrollados por hifas de 7. harzianum (E)(F). Las flechas amarillas sefialan las

zonas de interaccion patdgeno-antagonista.



57

En la Tabla 3 se muestra la presencia (+) y ausencia (-) de los mecanismos de interaccion
observados entre Trichoderma harzianum y los patdogenos estudiados Bipolaris oryzae,

Curvularia lunata y Fusarium graminearum.

Tabla 3. Mecanismos de interaccion patégeno — Trichoderma harzianum a nivel microscopico.

Mecanismo
Patdgeno M E \Y MD CA CSS
B. oryzae - + - + + +
C. lunata - + + + + +
F. graminearum - + + + - -

Micoparasitismo (M), Enrollamiento (E), Vacuolizacion (V), Micelio deformado (MD), Conidios albinizados (CA)y
Conidios sin septos (CSS).

3.3.3.2 Chaetomium spp.

El porcentaje de inhibicion miceliar en los 7 cepas/aislamientos de Chaetomium spp .se
puede ver detalladamente en la Tabla 4. Para B. oryzae los datos de MGI de C1 y C4, con
valores de 39,26% y 42,01%, respectivamente no mostraron diferencias significativas
entre si; los valores de B. oryzae variaron entre 42,01% y 21,32% con maximo para C4y
minimo para C2. Los datos para C. lunata oscilaron entre 34,5% y 7,19% con un valor
maximo para el aislamiento Cl1 y minimo para la cepa C5. Cl se diferencid

estadisticamente de las demaés cepas/aislamientos de Chaetomium spp.

Para F. graminearum las cepas/aislamientos C1, C2,C4,C6y C7 con valores de 25,49%,
26,08%, 27,35%, 24,8% y 22,94% respectivamente, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Los datos fluctuaron entre 27,35% y 8,53% siendo
maximo para la cepa C4 y minimo para el aislamiento C3, respectivamente. La cepa C4
presentd un porcentaje de inhibicion miceliar mas alto de42,01% en comparacion con las
otras especies de patdgenos como C. lunata con un valor 27,95% y F. graminearum con

un valor 27,35%.

En cuanto al porcentaje de inhibicion miceliar MGI para cada una de las
cepas/aislamientos de Chaetomium spp. frente a los patdgenos se observd que el
aislamiento C1 presenté un comportamiento favorable frente a B. oryzae con un valor de
39,3%; C2 frente a F. graminearum con un valor de 26,1%; C3, C4y C5 frente B. oryzae

con valores de 32,3%, 42% y 23,4%; C6 frente a F. graminearum con un valor de 24,8%
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y C7 frente a B. oryzae con 32,16%. Los valores promedios de los aislamientos/cepa C1

y C4 no presentaron diferencias significativas entre ellas con valores de 33,1% y 32,5%

respectivamente, ambos aislamiento/cepa provenientes de plantulas de arroz.

Tabla 4: Valores medios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas/aislamientos del género
antagonista Chaetomium spp. frente a los patdgenos B. oryzae, C. lunata y F. graminearum en cultivos duales.

Chaetomium spp.

Cepa/Aislamiento | Bipolaris oryzae| Curvularia lunata | Fusarium graminearum | PROMEDIO

Cl 39,3ab 34,5a 25,5a 33,1a
C2 21,3¢ 11,5de 26,1a 19,7cd
C3 32,3b 16,1cd 8,5¢ 19cd

C4 42a 28b 27,4a 32,5a
(O] 23,4c 7,2¢ 19,6b 16,8d
C6 21,6¢ 17,9¢ 24,8a 21,5¢

Cc7 32,1b 26,5b 22,9ab 27,3b

Las medias con la misma letra no tienen diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de Duncan

(p<0,05).

Las figuras 13 y 14 corresponden a las medias de los porcentajes de inhibicion miceliar

(MGI) de las 3 cepas de hongos patdogenos en presencia de las 7 cepas/aislamientos de

Chaetomium spp.
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Figura 13: Valores medios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas/aislamientos de Chaetomium
spp. frente a los patogenos B. oryzae, C. lunata y F. graminearum. Letras distintas expresan diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Chaetomium spp.
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Figura 14: Valores promedio del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de las 7 cepas/aislamientos de Chaetomium
spp. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

Macroscéopicamente se observo en los ensayos de cultivos duales, diferentes estrategias
de biocontrol de Chaetomium spp. En la Figura 15 se muestran la interaccion de las
cepas/aislamientos C1, C3 y la cepa C4 de Chaetomium spp. frente a los diferentes

patogenos y sus testigos.

Figura 15: C3 frente a B. oryzae y testigos (A); C1 frente a C. lunata y testigos (B); C4 frente a F. graminearum 'y
testigos (C).

Se observd como las cepas/aislamientos de Chaetomium spp. a los 6 dias de crecimiento
rodearon las colonias B. oryzae formando una zona de antibiosis (ver figuras 16 y 17),

este fenomeno sucedié también para C2 y C3 frente C. lunata (Figura 18).
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Figura 16: C1 (A), C2 (B), C3 (C) y C4 (D) frente a B. oryzae. Las flechas amarillas sefialan la zona de antibiosis en
las capas de Petri.

Figura 17: C5 (A), C6 (B) y C7 (C) frente a B. oryzae. Las flechas amarillas sefialan la zona de antibiosis en las cajas
de Petri.

Figura 18: C2 (A) y C3 (B) frente a C. lunata. Las flechas amarillas sefialan la zona de antibiosis en las cajas de Petri.
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En la Figura 19, esta antibiosis estuvo ausente o se pudo observar muy levemente en el
aislamiento C1 y las cepas C4, C5, C6 y C7 frente a C. lunata, donde Chaetomium spp.

rodeo las colonias del patogeno, esporulando alrededor, pero no sobre ellas.

Figura 19: C1 (A), C4 (B), C5 (C), C6 (D) y C7 (E) frente a C. lunata.

En el aislamiento C1,y las cepas C2, C4 y C6 frente a F. graminearum no se observaron
zonas de antibiosis, pero en algunas colonias como C2 y C4 se presentd una zona de

interaccion con coloracion rosa oscuro alrededor de las colonias de Chaetomium spp
(Figura 20).
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i:igura 20: C1 (A), C2 (B), C4 (C)y C6 (D) frente a F. graminearum. Las flechas amarillas seﬁal la zﬁa de
interaccion con coloracion en las cajas de Petri.

A los 6 dias F. graminearum roded casi por completo las colonias C3, C5 y C7

esporulando alrededor de Chaetomium spp., como se puede observar en la Figura 21.

Figura 21: C3 (A), C5 (B) y C7 (C) frente a F. gram i;l;afum. flechas amarillas sefialan la zona de interaccion en
las cajas de Petri.

A nivel microscopico, se evidencid en la zona de interaccion patdgeno-antagonista,
micoparasitismo con enrulamiento, micelio vacuolizado, micelio deformado, conidios

albinizados o sin presencia de septosy engrosado cerca al limite de la interaccion (Figura
22).
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Figura 22: Conidios de C. lunata enrrolladas en los pelos ascomatales de Chaetomium spp.(A); conidios de C. lunata
albinizados (B); conidios de B. oryzae sin presencia de septos (C); micelio vacuolizado de F. graminearum (D); micelio

engrosado al borde de la colonia de C. lunata (E). Las flechas amarillas sefialan las zonas de interaccion patogeno-
antagonista.

Tabla 5. Mecanismos de interaccion patdgeno — Chaetomium spp. a nivel microscopico.

Mecanismo
Patogeno M E v MD CA CSS
B. oryzae - + - + - +
C. lunata - + - + + +
F. graminearum - - + + - -

Micoparasitismo (M), Enrollamiento (E), Vacuolizacion (V), Micelio deformado (MD), Conidios albinizados (CA)y
Conidios sin septos (CSS).

Ademas, se pudo observar que el micelio de las cepas de los patdégenos B. oryzae y C.
lunata sufrieron un engrosamiento desus hifas en los bordes dela colonia, principalmente
en aquellas interacciones donde se presentd la zona de inhibicion y los aislamientos de

Chaetomium spp., no interactuaron directamente con dichas cepas (Figura 23).
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Figura 23: Vista ampliada del micelio engrosado de B. oryzae frente a Chaetomium spp. (B)

De los resultados obtenidos en los cultivos duales con Trichoderma harzianum y
Chaetomium spp. se seleccion6 un representante de cada hongo antagonista, que serviran
como tratamientos para ensayos posteriores. Para la eleccion de los mismos se tuvieron

€n cuenta:

1. ElPorcentaje de inhibicion miceliar (MGI) promedio.
2. El porcentaje de inhibicidn miceliar para B. oryzae el cual serd utilizado para

ensayos in vivo.

Para T. harzianum, cepa T2 evidenci6 el porcentaje de inhibicidn miceliar promedio mas
alto con un 23,5%. Al igual que la cepa T3 (20,8%), no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo, el porcentaje de inhibicion de T2 para B.

oryzae tue de 27,5% superando el valor de T3 correspondiente a 12,3% (Tabla 2).

Para Chaetomium spp., C4 presentd un porcentaje de inhibicion miceliar promedio de
32,5% que, aunque no presento diferencias significativas con el aislamiento C1 (33,1%),
fue seleccionada, al observar el valor obtenido para B. oryzae de 42% para C4 frente a un
39,3% del aislamiento C1 (Tabla 4). C4 fue caracterizado morfologica y molecularmente,

identificandose como Chaetomium globosum.

3.4 Discusion
Las caracteristicas morfoldgicas de los hongos han sido elementos importantes para la

clasificacion de la taxonomia de estos microorganismos, muchas veces convirtiéndose en
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un paso previo para su identificacion, aunque los frecuentes cambios de nombres de las
especies entre géneros, ha generado confusién entre micologos y fitopatodlogos
(Manamgoda et al., 2011). Por tal razdn, la caracterizacion molecular se ha convertido en
una herramienta eficaz y se ha transformado en una etapa crucial para la correcta
identificacion, debido a que el nombre es clave para acceder a la informacion existente

sobre determinada especie (Hawksworth ef al., 2011; Udayanga et al., 2011).

La certeza en la identificacion de los organismos con los cuales se va a realizar cualquier
investigacion es de suma importancia. En este caso, el abordaje de los estudios de

biocontrol deben tener una correcta determinacion de los patogenos-antagonistas.

En este trabajo, varias cepas de Trichoderma spp. ensayadas mostraron distintos grados
de antagonismo con cada uno de los patogenos cuando fueron enfrentados en cultivos
duales. Se registran antecedentes similares de este hongo frente a patdgenos de arroz
(Abdel-Fataah et al. 2007; Hassan et al. 2017; Khalili et al.2012; Priyadarshani et al.
2018). Las cepas de Trichoderma harzianum utilizadas en este estudio, fueron usadas
previamente en Moya et al. (2020) frente a Pyrenophora teres en cebada donde mostraron
una capacidad inhibitoria en un rango de 18% a 54% en comparacion con el control,
resultados superiores a los reportados en este estudio. En Priyadarshani et al. (2018)
reportaron valores deinhibicién micelial entre un 47% aun 64,4% para Trichoderma spp.
y 29,5% para Chaetomium spp. en cultivos duales frente a B. oryzae, nuestros resultados
fueron inferiores para las cepas de 7. harzianum con valores entre el 6,2% - 27,5%, pero
superiores para las cepas/aislamientos de Chaefomium spp. con valores en un rango entre
21,3% - 42% frente a dicho patégeno. Harman y Kubicek, (2014) mencionan que las
cepas de Trichoderma spp. pueden ejercer el biocontrol de hongos fitopatdogenos
indirectamente, compitiendo por espacio y nutrientes, mediante la produccion de
compuestos antimicrobianos y también pueden realizar ese biocontrol directamente,

mediante micoparasitismo, lo cual se evidencio en el presente estudio.

Las cepas/aislamientos utilizados mostraron a nivel microscopico zonas de interaccion
patdgeno-antagonista con micoparasitismo, micelio vacuolizado, micelio deformado y
conidios albinizados, entre otros, que son mencionados por Infante (2009) como
mecanismos de accion que posee Trichoderma, ademas de la antibiosis, la desactivacion

de enzimas del patdgeno, resistencia inducida, entre otros. Mientras mayor sea la
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probabilidad de Trichoderma de manifestar varios de estos mecanismos, mas eficiente y
duradero sera el control sobre estos hongos patdogenos; ademas este antagonista ha sido
incluido en la ultima clasificacion de la FRAC donde se mencionan los mecanismos de
accion (competicién, micoparasitismo, antibiosis, ruptura de la membrana por
lipopéptidos fungicidas, enzimas liticas, defensa vegetal inducida)y el desconocimiento

de formas  resistentes de  patogenos (https://www.frac.info/docs/default-

source/publications/frac-code-list/frac-code-list-202 1 --final.pd f?sfvrsn=f7ec499a 2),

convirtiendo al género Trichoderma spp. en una eficiente alternativa biocontroladora.

De igual manera, estos mecanismos pueden actuar de forma coordinaday su importancia
en los procesos de biocontrol depende del hongo y del patdogeno al que antagoniza, del
tipo de cultivo y de condiciones ambientales como la disponibilidad de nutrientes, el pH,

la temperatura o la concentracion de hierro (Harman y Kubicek, 2014).

En las distintas interacciones patdogeno —antagonistas, es muy frecuente encontrar en la
zona de contacto varios tipos de alteraciones morfologicas como plasmolisis,
vacuolizacion y aspecto “toruloso” o segmentado del micelio; conidios anormales o en
menor cantidad enrulamiento (“coiling”) del micelio del antagonista sobre el patdogeno.
En los cultivos duales realizados se observaron estos fendémenos para Trichoderma spp.,
en coincidencia con los resultados de Modnaco et al. (2004) y Moya et al. (2018). Para
Chaetomium spp., ademas se vio antibiosis y un frente pigmentado en la zona de contacto
entre los organismos, concordando con lo registrado por Moya et al. (2016) cuando se

enfrentd con Drechslera teres.

Asi mismo los aislamientos de Chaetomium probados frente a los mismos patogenos
tuvieron también efecto antagonista, con diferentesniveles de inhibicion. Estosresultados
tienen registros similares (Soytong, 1992a,b; Tongon y Soytong, 2015). Campos y
Rosell6 (1998) también han reportado los efectos beneficiosos, del caracter antagonista
de Chaetomium frente a otras especies de hongos, el cual ha sido utilizado en la

agricultura para el control de hongos fitopatogenos.

Segun Infante (2009) el conocimiento profundo de los mecanismos de accion que
presentan los diferentes aislamientos de Trichoderma es vital, debido a que permite una

adecuada y mejor seleccion de aislamientos con mayor potencial para el control de


https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
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diferentes fitopatdgenos. Mientras mas modos de accion estén presentes en un
aislamiento, mayor sera la eficacia del mismo en el control del fitopatdgeno, y por ende,

menor el dafio que puede causar al cultivo.

Es bien sabido que tanto Trichoderma spp. como Chaetomium spp. son conocidos como
agentes de control bioloégico y promotores de crecimiento en relacion a diferentes

enfermedades y hospedantes (Harman, 2006; Soytong ef al. 2001; Thapa et al., 2020).
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4.1 Introduccion

El ajo (Allium sativum) es una planta perteneciente a la familia Liliaceae y subfamilia
Allioideae que se caracteriza por tener un sistema radicular constituido por una raiz
bulbosa compuesta de 6 a 12 bulbillos, reunidos en su base por medio de una pelicula
delgada para formar la “cabeza de ajo”. Cada bulbillo se encuentra envuelto por una hoja
protectora blanca o rojiza, membranosa muy delgada (Bender y Barcenas, 2013). En la
actualidad se conocen mas de 100 compuestos bioldgicamente activos derivados de
Allium sativum contenidos sobre todo en el bulbo. La aliina es el compuesto
organosulfurado que se encuentra en mayor proporcion y constituye el substrato principal
para la enzima alinasa que, una vez liberada de su compartimiento intracelular por dafio
o lisis celular, lo transforma en tiosulfonato alicina, una sustancia inestable e incolora que
le confiere el olor caracteristico al ajo y a la cual se le han descrito multiples actividades

biologicas (Ledezma y Apitz-Castro, 2006).

El ajo contiene por lo menos 33 compuestos azufrados, varias enzimas, 17 aminoacidos
y algunos minerales que contribuyen a su actividad antimicrobiana. De todas las especies
de Allium, el ajo es el que contiene la mayor concentracion de compuestos azufrados, lo
que le da una actividad antimicrobiana muy potente. Los principales compuestos
azufrados son la aliina, alicina, ajoeno, trisulfuro de dialilo, salilcisteina, vinilditiinas,
disulfuro de alilpropilo, S-alilmercapto cisteina, entre otros. Entre las enzimas
importantes en la actividad antimicrobiana se encuentra la alinasa, peroxidasa y
mirosinasa. Los aminoacidos y sus glucésidos, en especial la ariginina, también influyen
de manera importante en la actividad antimicrobiana, al igual que el selenio, germanio,

telurio y trazas de otros minerales (Bender y Barcenas, 2013).

Se considera que la alicina tiene actividad antimicrobiana porque modifica la biosintesis
de los lipidos y sintesis del RN A de los microrganismos y disminuye el perfil de lipidos
de los mismos. Se ha demostrado ademds que este compuesto activo causa irritacion
cuando se consumido excesivamente; de igual manera, otros compuestos azufrados
liposolubles presente en el ajo también has resultado ser toxicos en grandes

concentraciones (Rahman, 2007).

En cuanto a los hongos, se ha probado que los extractos de ajo disminuyen su absorcion

de oxigeno, reducen su crecimiento, inhiben la sintesis de lipidos, proteinas y acidos
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nucleicos y dafian las membranas (Bender y Bércenas, 2013). El componente principal
del ajo que inhibe el crecimiento de hongos es la alicina, aunque también se ha
demostrado que otros compuestos activos (trisulfuro de dialilo y ajoeno) tienen
propiedades antifungicas al inhibir la biosintesis de fosfatidilcolina, provocando de esta

manera la muerte celular (Harris et al., 2001).

4.1.1 Objetivos

Los objetivos planteados en el presente capitulo fueron:

e Obtener el extracto de ajo en diferentes concentraciones y evaluar su efecto en el
crecimiento miceliar de los patdgenos seleccionados.
e Evaluar el efecto antifiingico de los tratamientos bioldgicos y el extracto de ajo

sobre la micoflora asociada al manchado del grano/semilla en ensayos in vitro

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Extracto de ajo

4.2.1.1 Crecimiento miceliar

En cajas de Petri conteniendo medio de cultivo agar papa glucosado al 2% (APG) fundido
y enfriado a una temperatura de 25-30°C, se incorpord el extracto de ajo (comercial y el
elaborado de forma artesanal). Inicialmente las pruebas se realizaron con un extracto de
ajo comercial; sin embargo, se decidid que para las pruebas siguientes se trabajaria con
el extracto acuoso deajo elaborado de forma artesanal. Esta decision fue motivada debido
a la facilidad y el bajo costo en la fabricacion de este extracto vegetal y la amplia

posibilidad de ser utilizado por pequefios agricultores y/o huertas orgénicas.

4.2.1.1.1 Extracto de ajo comercial
Para los ensayos con el extracto de ajo comercial, la Empresa FIDELITY SECURITY
S.A (*) facilito el extracto acuoso al 100% siendo su composicion: Disulfuro de alilo

4,9%, Trimetiltiourea 11,04%, Tiopental 3%, Trisulfuro de alilo 8,7%, otros csp 100%.

En cajas de Petri se incorpor? el extractodeajo comercial en diferentes volumenes: 0,5ml,
Iml, 3ml y 5ml y se agregaron 10ml de APG, dando las siguientes concentraciones 4,8%,
9%, 23% y 33%, respectivamente. Las cajas con medio de cultivo APG sin producto se

utilizaron como controles positivos (Testigos). En el centro de la caja de Petri con el
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medio de cultivo APG solidificado y para cada concentracion se coloco un disco de 5 mm
de diametro del cultivo de los patdgenos seleccionados, extraido con un sacabocado. Las
cajas se incubaron en estufa a 25°C, las mediciones del crecimiento diametral de las
colonias se realizaron diariamente hasta completar 5 dias. La evaluacion se efectud con
los valores obtenidos al quinto (5) dia midiendo el crecimiento diametral de las colonias.
Las medias se compararon por el test de Duncan, con una probabilidad de 5 % (p<0,05).
En todos los casos se utilizé la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017 (InfoStat-

Statistical Software).

(*) Acuerdo realizado entre la empresa Fidelity Security S.A — Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales- UNLP.
Tema: “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

4.2.1.1.2 Extracto de ajo natural

La elaboracion del extractoacuoso deajo natural consistié en la maceracion delos dientes
de ajo (200gr), previo desinfectado con hipoclorito de sodio al 5% y lavado con agua
destilada. El producto macerado fue diluido y homogenizado en 250ml de agua destilada
estéril. El extracto obtenido fue filtrado y envasado a 5°C, asumiendo que esta solucion
es el 100% de concentracion. Para los ensayos, se probaron diferentes concentraciones:
5%, 10%, 12%, 14%, 15% y 20%. Las cajas con medio de cultivo APG sin producto se
utilizaron como controles positivos (Testigos). Se incluyeron para los ensayos 3

repeticiones por concentracion.

Se calculo el porcentaje de inhibicion miceliar (MGI (%)) para los tratamientos con

extracto de ajo natural, mediante la formula de Michereff et al. (1994).

(MGC — MGT)
x1

00
MGC

MGI(%) =

Donde,
MGC = Long. media del crecimiento miceliar testigo

MGT =Long. media del crecimiento miceliar tratado.

En el centro de la caja de Petri con el medio de cultivo APG solidificado y para cada
tratamiento/concentracion se coloco un disco de 5 mm de diametro del cultivo de los
patogenos seleccionados, extraido con un sacabocado. Las cajas se incubaron en estufaa

25°C, las mediciones del crecimiento diametral de las colonias se realizaron diariamente
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hasta completar 5 dias. La evaluacion se efectué con los valores finales obtenidos al
quinto (5) dia de crecimiento. Las medias se compararon por el test de Duncan, con una
probabilidad de 5 % (p<0,05). En todos los casos se utilizo la version libre de InfoStat
estudiantil, ano 2017 (InfoStat-Statistical Software).

4.2.1.2 Analisis de sensibilidad para los patogenos (B. oryzae, C. lunata y F.
graminearum) frente al tratamiento con extracto de ajo natural

Con los datos obtenidos se realizaron analisis de regresion no lineal (modelos Gompertz
y Logistico) entre el porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) y la concentracion del
extracto de ajo natural (%) utilizada para evaluar el comportamiento sobre B. oryzae, C.
lunata y F. graminearum. Se trabajo con la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017
(InfoStat-Stadistical Sofware). Como criterio de ajuste se utilizé el cuadrado medio del
error. Para obtener los valores de Clso, correspondientes a la concentracion del extracto
de ajo natural que inhibe el crecimiento de los patégenos en un 50% se reemplazé el valor
“50” en las ecuaciones resultantes; para todos los patogenos se obtuvo un valor de Clso
despejando de las ecuaciones de los modelos no lineales utilizando Excel de Microsoft

Office 2007 (Molina-Vargas y Melo-Martinez, 2010).

4.2.2 Tratamientos biologicos

4.2.2.1 Adherente en grano/semilla

Se hicieron ensayos previos para seleccionar un adherente (tales como sacarosa y/o
Tween al 1%), con el fin de facilitar la fijacion de los tratamientos biologicos
(Trichoderma harzianum (cepa T2) y Chaetomium globosum (cepa 4)) al grano/semilla
de arroz. Se eligi6 realizar los ensayos con C. globosum (cepa 4) debido a que este
antagonista tiene una tasa de crecimiento menor que 7. harzianum, facilitando la

observacion y la evaluacion.

Para los ensayos previos se usaron 60 granos/semillas de arroz por adherente (Tween 1%,
sacarosa y un control con agua destilada); estas se dejaron durante 20 minutos en las
preparaciones de 10 ml cadauna. Para el adherente con Tween se agregaron 3 gotas de

Tween al 1% al preparado con el antagonista y al preparado con sacarosa, 0,3 gramos.
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4.2.2 Actividad antifungica de las cepas seleccionadas de 7. harzianum, C. globosum,

extracto de ajo natural y fungicida en los granos/semillas de arroz.

Los granos/semillas de la variedad Yerua de la localidad de Los Hornos (provincia de

Buenos Aires) previamente desinfectados con hipoclorito de sodio al 5% durante 5

minutos, se sumergieron en las preparaciones de los diferentes tratamientos:

Tratamientos biologicos (7. harzianum, C. globosum): Para el tratamiento con
Trichoderma harzianum (cepa T2) se usd una concentracion de 108 y para el
tratamiento con Chaetomium globosum (cepa C4) una concentracion de 1079, los
granos/semillas se dejaron durante 20 minutos en las preparaciones.

Tratamientos con extracto de ajo: ajo al 13% durante 8 h, 12 h'y 24 h de
exposicion.

Tratamiento con fungicida. Rovral es un fungicida de contacto directo sobre las
esporas presentes en la superficie del tejido vegetal; combinado con una accion
translaminar que le permite penetrar en el tejido de las plantas; pertenece al grupo
quimico de las dicarboxamidas, su ingrediente activo es la Iprodiona; funciona
inhibiendo la sintesis de ADN y ARN afectando la germinacion de esporas, actia
sobre el tubo germinativo de las esporas, evitando la infeccién, bloquea el
desarrollo de micelio, interviene en el desarrollo de los cuerpo fructiferos.

(Informacion extraida de la ficha técnica del producto).

La clasificacion de los principios activos usados segiin la FRAC se muestra en la Tabla 1

(https://www .frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-cod e-list-

2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a 2)

Tabla 1. Clasificacion para Rovral de los principios activos usados segin la FRAC Code List 2021

Modo de | Sitio deaccidony | Nombre del Grupo Principios | Coédigo | Riesgo de
accion codigo grupo Quimico activos resistencia
(FRAC)
E: E3: Dicarboximidas Dicarboximidas Iprodiona 2 Medio a
Sefiales de | (MAP/Histidina- alto
Traduccién Quinasa en
Osmosis, sefales
de traduccion

Control con agua destilada estéril.

Se sembraron 200 granos/semillas por tratamiento (4 repeticiones de 50 granos/semillas)

en cajas de Petri que contenia medio de cultivo agar papa glucosado (APG) y fueron



https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
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incubadas en camara de cria climatizada (21°+ 1°C; 75% HR; 12 h deluz + UV/12 h de
oscuridad). A los 10 dias se evaluo6 la micoflora presente en cada uno de los tratamientos
con el fin de confirmar el efecto antiflingico de los mismos. Esta evaluacion se efectud

con la ayuda de lupa estereoscOpica y microscopio.

* Para los tratamientos bioldgicos se contabilizaron el nimero de granos/semillas
con presencia tanto del hongo antagonista (7. harzianum (cepa T2) y/o C.
globosum (cepa C4)), como de las colonias pertenecientes a la micoflora propia

de los granos/semillas y los posibles patdgenos.

= Para los tratamientos con extracto de ajo y fungicida se contabilizaron el nimero
de granos/semillas sin presencia de las colonias pertenecientes a la micoflora

propia de los granos/semillas y posibles patogenos de arroz.

Las medias se compararon por el test de Duncan, con una probabilidad de 5 % (p<0,05).
En todos los casos se utilizo la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017 (InfoStat-

Statistical Software).

4.3 Resultados

4.3.1 Extracto de ajo

4.3.1.1 Crecimiento miceliar

4.3.1.1.1 Extracto de ajo comercial

En la Tabla 2 se detallan los diametros para cada patégeno estudiadoy el promedio de

estos para cada tratamiento.

Tabla 2: Tratamientos con extracto de ajo comercial para los patdogenos B. oryzae, C. lunata y F. graminearum

Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

Concentracion | Bipolaris | Curvularia Fusarium Promedio
(%) oryzae lunata graminearum
Diametro (mm)
0 (Testigo) 8,1 8,35 8 8,15a
4,8 6,2 7,9 7,1 7,07ab
9 5,2 7,7 5,2 6,03b
23 0,2 1 0 0,4c
33 0 0,5 0 0,17c
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En la Figura 1, se observan los valores promedio de los didmetros (mm) de las colonias
de los patogenos (B. oryzae, C. lunata y F. graminearum) tratadas con el extracto de ajo
comercial y sus testigos. El crecimiento miceliar de las especies patogenas disminuye a
medidaque aumenta la concentracion de extractodeajo comercial; El tratamiento al 4,8%
no se diferenci6 del testigo, a diferencia de los tratamientos de 9,0%, 23,0% y 33% con
los valores promedio de 6.03mm, 0,4mm y 0,17mm respectivamente, que presentaron

diferencias significativas con el valor promedio del testigo de 8,15mm.

a
ab
b
I I i ‘
|
4,8 9

Testigo 23 33

Concentracion extracto de ajocomercial (%)

Diametro (mm)
O P N W B U1 O N 0O O

Figura 1: Valores promedio del crecimiento radial de las colonias de los patogenos (B. oryzae, C. lunata y F.
graminearum) tratadas con el extracto de ajo comercial y sus testigos. Letras distintas expresan diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

Igualmente, se puede apreciar como F. graminearum fue mas sensible a los tratamientos
(23% y 33%), en los cuales ya no se percibe crecimiento radial de dicho patogeno (Figura
2).

Tratamientos con Extracto de Ajo Comercial

III III III _ -
9 23

Testigo 4,8

Didmetro (mm)
O P N W H Ul OO NN 0O

33

Concentracion extracto de ajocomercial (%)

W Curvularia lunata ~ W Bipolaris oryzae M Fusarium graminearum

Figura 2: Comparacion del crecimiento radial de las colonias de B. oryzae, C. lunata y F. graminearum con extracto
de ajo comercial frente a los tratamientos ensayados y sus testigos



Figura 3: Crecimiento miceliar de B. oryzae (A), C. lunata (B) y F. graminearum (C) en las cajas de Petri con medio
de cultivo APG y extracto de ajo comercial a diferentes concentraciones y sus testigos

4.3.1.1.2 Extracto de ajo natural
Los datosobtenidos en los tratamientos con el extracto deajo comercial, sirvieron de base
para realizar las siembras y hallar las concentraciones que fueron usadas con el extracto

de ajo natural.

Para el patogeno Bipolaris oryzae frente al extracto de ajo natural se observaron valores
de inhibicion miceliar del 89,9% tanto para las concentraciones del 15% y el 20%, las
cuales no se diferenciaron estadisticamente de la concentracion del 14% que inhibi6 un
90,6% el crecimiento del hongo. Las concentraciones del 10%, 11%, 12% y 13%
mostraron valores de inhibicion del 61,4%, 77,1%, 78,4% y 78,6% respectivamente y no

presentaron diferencias significativas entre si (Figura 4).

c c c
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de B. oryzae a varias concentraciones de extracto de ajo natural.
Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 5. Crecimiento miceliar de B. oryzae a varias concentraciones de extracto de ajo natural; testigo (A); al 5%
(B); al 10% (C); al 12% (D); al 14% (E); al 15% (F).

En cuanto a Curvularia lunata el extracto de ajo natural mostr6 valores de inhibicion
miceliar del 94,1% para las concentraciones del 12%, 14%, 15%, 16% y 18% y valores
del 93,6% para las concentraciones del 20%, 30% y 50%, las cuales no presentaron

diferencias significativas entre si (Figura 6).
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100

MGI
w B % o)) ~ e ©
o o o o o o o

N
o

[
o

Figura 6. Porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de C. lunata a varias concentraciones de extracto de ajo natural.
Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 7. Crecimiento miceliar de C. lunata a varias concentraciones del extracto de ajo natural; testigo
(A); al 5% (B); al 10% (C); al 12% (D); al 14% (E); al 15% (F)

Para Fusarium graminearum se puede observar como el extracto de ajo natural inhibe el

crecimiento miceliar con valores por encima del 94% a partir de la concentracién del
10%. Las concentraciones del 5%, 6% y 7% mostraron valores de 28,3%, 28,5% y 28,7%

respectivamente, no presentaron diferencias significativas entre si (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de F. graminearum a varias concentraciones del extracto de ajo
natural. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan
(p<0,05).
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Figura 9. Crecimiento miceliar de F. graminearum a varias concentraciones del extracto de ajo natural;
testigo, al 5% y al 10% (A); al 12%, al 14% y al 15% (B)

Fusarium graminearum result6 ser mucho mas sensible a las concentraciones del extracto
de ajo natural, presentando una inhibicion en el crecimiento miceliar de 94,44% a partir
de la concentracion del 10%, por tal motivo se realizaron siembras adicionales para
concentraciones del 6%, 7%, 8% y 9% donde se pudo observar crecimiento del hongo

patogeno (ver figuras 9, 10).

Figura 10: Crecimiento miceliar de F. graminearum a varias concentraciones del extracto de ajo natural;
testigo (A); al 6% (B); al 7% (C); al 8% (D); al 9% (E)
En la Tabla 3 se muestran los valores medios y promedios del porcentaje de inhibicion
miceliar (MGI) de los patdgenos estudiados a las concentraciones de extracto de ajo

natural del 5%, 10%, 12%, 14%, 15% y 20%. Se puede observar que a una concentracion
y



84

del 14% todos los hongos patogenos tratados con el extracto de ajo natural presentaron

una inhibicién por encima del 90%.

Tabla 3: Valores medios y promedios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) para B. oryzae, C. lunata 'y F.
graminearum a diferentes concentraciones del extracto de ajo natural

Concentracion Bipolaris Curvularia Fusarium Promedio
(%) oryzae lunata graminearum
5 30,25a 54,35a 28,33a 37,64a
10 61,44b 54,31a 94.,44b 70,06b
12 78,4bc 94,07b 94,44b 88,97c
14 90,63¢ 94,07b 94.,44b 93,05¢
15 89,94c 94,07b 94,44b 92,82¢c
20 89,94c 93,56b 94,44b 92,65¢

Las medias con la misma letra no tienen diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de Duncan
(p<0,05).

Las figuras 11 y 12 corresponden a las medias y promedios de los porcentajes de

inhibicién miceliar (MGI) delos 3 hongos patogenos a las concentraciones de extracto de
ajo natural del 5%, 10%, 12%, 14%, 15% y 20%.

b b b b b b b b p
C Cc C
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b
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Concentraciones extracto de ajo natural (%)

100
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M Bipolaris oryzae M Fusariumgraminearum M Curvularia lunata

Figura 11. Valores medios del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de B. oryzae, C. lunata y F. graminearum a
varias concentraciones de extracto de ajo natural. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 12. Valores promedio del porcentaje de inhibicion miceliar (MGI) de B. oryzae, C. lunata y F. graminearum a
varias concentraciones de extracto de ajo natural. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

4.3.1.2 Analisis de sensibilidad para los patégenos (B. oryzae, C. lunata y F.
graminearum) frente al tratamiento con extracto de ajo natural

En la Tabla 4 se muestran las ecuaciones utilizadas para el calculo de la concentracién
inhibitoria media (Cls0) de los patégenos B. oryzae, C. lunata y F. graminearum, los
valores de Clso y el cuadrado medio del error utilizado como criterio de ajuste. Los
valores de Clso fueron de 7,53%, 5,7% y 7,71% para B. oryzae, C. lunata y F.
graminearum respectivamente con lo que se puede decir en forma preliminar que C.

lunata fue mas sensible que B. oryzae y F. graminearum al tratamiento con el extracto de

ajo natural.

Tabla 4. Ecuaciones de regresion no lineales utilizadas para el calculo de la concentracion inhibitoria media (Clsg).
CMe: Cuadrado medio del error

Patogeno Modelo Ecuacion CI50 | CMe

B. oryzae Gompertz (=0,.25+Conc)] 7,53 | 97,99

MGI = 96,11 el-+2%

C. lunata Gompertz | prep = 95 876[—2,71e(‘°'25*C°”C)] 5,70 | 82,48

F. graminearum | Logistico MGI = 98,33 7,71 | 57,05
"~ [1+ 145,52 e(-065+Con)]
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En la Figura 13 se pueden observar las curvas de los modelos de regresion no lineales

para inhibicion miceliar (MGI) en funcion de la concentracion de extracto de ajo natural

(%) para B. oryzae, C. lunata y F. graminearum.

98,97

MGI

47,134

21,21

Bipolaris oryzae

10 18 21
Conc

100,34

74,08

MGl
5
[

Curvularia lunata

25 39 53
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103,187

76,21+

MGl

49,23

22,254

Fusarium graminearum

10 18
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Figura 13. Graficas de los modelos de regresion no lineales para el calculo de la concentracion inhibitoria media
(ClI50) de los patogenos B. Oryzae (modelo Gompertz) (A); C. lunata (modelo Gompertz) (B); F. graminearum

(modelo Logistico) (C)
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4.3.2 Tratamientos biologicos

4.3.2.1 Adherente en grano/semilla

Aunque se obtuvieron buenos resultados con ambos adherentes (Tween al 1% y sacarosa),
se selecciond la fijacion de los tratamientos bioldgicos con sacarosa, debido al bajo costo
y su facil obtencion. En la Figura 14, se puede observar el tratamiento control con agua
destilada, y los tratamientos con C. globosum (cepa C4) tanto con sacarosa, como con

Tween al 1%.

" A Fd : : B‘I.\ : e ‘r'r‘
Figura 14: Tratamiento control (A); tratamiento C. globosum (C4) adherido con sacarosa (B), tratamiento
C. globosum (C4) adherido con Tween al 1% (C)

4.3.3 Actividad antifungica de las cepas seleccionadas de 7. harzianum, C. globosum,
extracto de ajo natural y fungicida en los granos/semillas de arroz

4.3.3.1 Trichoderma harzianum

Macroscopicamente, el tratamiento con 7. harzianum (Cepa T2) presentd un mayor
crecimiento sobre la superficie de la caja de Petri que contenia los granos/semillas
sembrados. Se observo el crecimiento del hongo antagonista alreded or de las colonias de
la micoflora propia de los granos/semillas que se lograron desarrollar y sobre los

granos/semillas sembrados (ver figuras 15, 16).

T A N~ R P C e
Figura 15: Tratamiento control (A)(B); tratamiento antifingico con 7. harzianum (C)(D)
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Figura 16: Crecimiento de 7. harzianum alrededor y sobre los granos/semillas de arroz

Para el tratamiento antifingico con 7. harzianum en cada una de las repeticiones se
obtuvieron valores del 62%, 74%, 86% y 74% de granos/semillas que presentaron

crecimiento del antagonista, con respecto al 38%, 26%, 14% y 26% que aun bajo el

tratamiento desarrollaron el crecimiento de la micoflora propia del manchado (Figura 17).
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Figura 17. Promedio de granos/semillas con micoflora propia del manchado y promedio de granos/semillas con
crecimiento de T. harzianum

4.3.3.2 Chaetomium globosum

A nivel macroscopico, los granos/semillas tratados con C. globosum (Cepa C4)
presentaron el crecimiento de la micoflora propia de los granos/semillas de arroz, sin
embargo, se logra visualizar una disminucion en dicho crecimiento frente al tratamiento
control. Se pudo observar como el hongo antagonista rode6 los granos/semillas e incluso
se desarrolld sobre ellos. Y en algunos casos evit6 el crecimiento de las colonias propias

de la micoflora de los granos/semillas de arroz (ver figuras 18, 19).
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, = B
Figura 18: Tratamiento control (A); tratamiento antifingico con C. globosum (B).

Y
Figura 19: Crecimiento de C. globosum alrededor y sobre los granos/semillas de arroz.

En la Figura 20 se observan los valores promedio de cada una de las 4 repeticiones. Las
repeticiones 1,2, 3 presentaron un mayor crecimiento del hongo C. globosum con valores
del 64%, 52% y 60% con respecto al desarrollo de la micoflora de los granos/semillas y

patogenos propios del manchado.

En cuanto a la repeticion 4, se identificaron valores del 42% de granos/semillas que
desarrollaron el crecimiento de C. globosum y un 58% de granos/semillas que ain
sometidas al tratamiento antifiingico desarrollaron el crecimiento de la micoflora de los

granos/semillas y patégenos propios del manchado.
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Figura 20. Promedio de granos/semillas con micoflora propia del manchado y promedio de granos/semillas con
crecimiento de C. globosum

De 200 granos/semillas tratadas con 7. harzianum, el 74% presentd crecimiento de este
hongo antagonista sobre y/o alrededor de los granos/semillas de arroz tratados. Del
mismo numero de granos/semillas tratadas con C. globosum, el 54,5% presentaron
caracteristicas similares a las descritas anteriormente; ademas las colonias dela micoflora
y algunos patogenos propios del manchado del grano/semillas también lograron
desarrollarse. Estos valores corresponden a 148 semillas/granos tratadas con T.

harzianum y 109 granos/semillas para el tratamiento antifiingico con C. globosum.

Las medias de los granos/semillas tratadas con Trichoderma harzianum presentaron

diferencias significativas frente al tratamiento con Chaetomium globosum (Figura 21).

Medias
8

Trichoderma harzianum Chaetomium globosum

Tratamientos Bioldgicos

Figura 21. Valores medios del porcentaje de granos/semillas con crecimiento de 7. harzianum y C. globosum. Letras
distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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4.3.3.3 Extracto de ajo natural a la concentracion del 13% a 8 horas, 12 horas y 24
horas.

En la Figura 22 se observan los valores promedio de cada una de las 4 repeticiones para
el extracto de ajo al 13% 8 h. Para la repeticion 1 se encontré la misma cantidad de
semillas con crecimiento de hongos que las que no presentaron dicho crecimiento. Las
repeticiones 2, 3 presentaron valores promedio por debajo del 50% para el control del
crecimiento de la micoflora de los granos/semillas, con valores 43,6% y 47,9%,
respectivamente. La repeticion 4 controld el desarrollo de la micoflora de los granos/

semillas con un 56,1%.
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Figura 22. Promedio de granos/semillas tratadas con extracto de ajo natural al 13% (8 horas)

En la Figura 23 se observan los valores promedio de cada una de las 4 repeticiones para
el extracto de ajo al 13% 12 h. Las repeticiones 1,2 y 4 presentaron valores promedio del
57,7%, 56% y 53,7% de granos/semillas sin crecimiento de micoflora propia del
manchado. La repeticion 3 presento un promedio mayor de semillas con crecimiento de

la micoflora de los granos/ semillas con un 52,2%.
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Figura 23. Promedio de granos/semillas tratadas con extracto de ajo natural al 13% (12 horas)
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En la Figura 24 se observan los valores promedio de cada una de las 4 repeticiones para

el extracto de ajo al 13% 24 h. Las repeticiones 2, 3 y 4 presentaron valores promedio de

53,8%, 64%y 72% de granos/semillas sin crecimiento de micoflora propia delmanchado.

La repeticion 1 presento un promedio mayor de semillas con crecimiento de la micoflora

de los granos/ semillas con un 51,7%.
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Figura 24. Promedio de granos/semillas tratadas con extracto de ajo natural al 13% (24 horas)
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Deun total de 200 granos/semillas tratadas con extracto de ajo al 13%, expuestas durante

8, 12 y 24 horas, el 49,4%, 53,77% y el 59,7%, respectivamente no presentd crecimiento

de la micoflora propia del manchado del grano.
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4.3.3.4 Fungicida Rovral

En la Figura 25 se observan los valores promedio de cada una de las 4 repeticiones para
el tratamiento con fungicida. Las repeticiones 1,2, 3 y 4 presentaron valores promedio de
74,2%, 66,5%, 71,8% y 61,4% de granos/semillas sin crecimiento de micoflora propia

del manchado.
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Figura 25. Promedio de granos/semillas tratadas con fungicida Rovral

En la Figura 26 se observan los valores medios del porcentaje de granos/semillas tratadas
con extracto de ajo natural al 13% (8 h, 12 h y 24 h de exposicion) y el fungicida. Los
granos/semillas tratadas con extracto de ajo al 13% (24 horas de exposiciéon) no
presentaron diferencias significativas con el tratamiento del fungicida con valores de
59,7% y 68,5% respectivamente. Los tratamientos con extracto de ajo al 13% con 8 'y 12
horas de exposicién no presentaron diferencias significativas entre si, con valores de

48,4% y 53,77%.
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Figura 26. Valores medios del porcentaje de granos/semillas tratadas con fungicida y extracto de ajo natural al 13%
(8, 12y 24 horas). Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de
Duncan (p<0,05).
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En la Figura 27 se muestras los granos/semillas en las cajas de Petri con los diferentes
tratamientos, se logro identificar mediante observaciones microscopicas la presencia de
algunos de los géneros fungicos como: Alternaria spp., Curvularia spp., Nigrospora spp.,

Stemphylium spp. Phoma spp. y algunas especies que no fueron identificadas.

Figura 27: Tratamiento testigo (A); tratamiento con fungicida (B); tratamiento con extracto de ajo al 13% 8 h (C);
tratamiento con extracto de ajo al 13% 12 h (D); tratamiento con extracto de ajo al 13% 24 h (E).

4.4 Discusion

Tradicionalmente, para prevenir y controlar la invasion de los hongos fitopatogenos en la
agricultura se han utilizado fungicidas sintéticos, sin embargo, estos fungicidas causan
efectos adversos al ambiente y a la salud humana. Por lo que es necesario la busqueda de
alternativas amigables con el ambiente para el control de hongos fitopatogenos (Muy-
Rangel et al., 2017). Las sustancias no quimicas, como los extractos de plantas, pueden
usarse con ¢éxito como fungicidas de contacto para el tratamiento de semillas. Como una
rica fuente de productos bioactivos, las plantas pueden proporcionar alternativas

potenciales para ser utilizadas como agentes de control de patdogenos (Dal Bello &

Sisterna, 2010).

Para los tratamientos con extracto de ajo, el formulado de tipo comercial inhibid
totalmente el crecimiento miceliar de B. oryzae y F. graminearum a las concentraciones
de 33,3% y 23,07%, respectivamente; este mismo producto fue probado en ensayos in
vitro para 3 patogenos aislados de trigo, entre ellos F. graminearum, el cual fue inhibido
totalmente a una concentracion 33,3% (Baeck, 2020). Otros estudios realizados en

especies de Fusarium sp., como F. moniliforme encontraron que el extracto de ajo redujo
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en un 100% el crecimiento miceliar con un 20% de concentracion (Marcondes et al.,
2014), resultados similares a los obtenidos para el extracto de ajo comercial frente a

nuestra cepa de F. graminearum aislada de granos/semillas de arroz.

Alkhail (2005) probod extractos acuosos, por arrastre de vapor y etanolicos de ajo (Allium
sativum) contra Fusarium oxyporum, donde el extracto acuoso de ajo fue el mejor con
casi 95% de actividad fungicida, en nuestro caso el extracto de ajo natural inhibi6 el
crecimiento miceliar de Fusarium graminearum con valores por encima del 94% a una
concentracion del 10%. En Vieira et al. (2011) encontraron que todaslas concentraciones
del extracto acuoso de ajo utilizadas (10%, 15%, 20% y 25%) fueron eficaces en la
inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp.y Curvularia sp. ademas observaron
que cuanto mayor es la concentracion del extracto de ajo, mayor es su potencial para
reducir el crecimiento micelial en ambos hongos; resultados analogos a los encontrados
en nuestro estudio, tanto para el extracto de ajo comercial como para el extracto de ajo
natural, los cuales disminuyeron el crecimiento micelial de los patogenos tratados,

mostrando la potencialidad de este derivado botanico.

El crecimiento micelial de nuestra cepa de Curvularia lunata fue inhibida un 94% a una
concentracion de extracto de ajo natural del 12%, sin embargo, en Suresh Rao et al.
(2021) probaron 6 extractos de plantas, entre ellos evaluaron el extracto de ajo a 4
concentraciones muy bajas (2%, 3%, 4% y 5%), las cuales mostraron una inhibicion
completa del crecimiento micelial de dicho hongo patogeno, resultados prometedores

para continuar con el estudio de este extracto.

Latif et al. (2006) encontr6 que entre los extracto de plantas utilizados (ajo, cebolla, neem
y jengibre), las diferentes preparaciones (1:0, 1:1 y 1:2) del extracto de ajo fueron mas
efectivas en la eliminacion de hongos transmitidos por semillas, demostrando que la
incidencia de infeccion fungica se redujo entre un 57 a 72%, que fue comparable con el
fungicida quimico Rovral. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en este
estudio donde el extracto de ajo al 13% (con 24 horas de exposicion) redujo un 59,7% el
crecimiento dela micoflora y patdgenos propios del manchado del grano/semilla dearroz,

valor que no presento diferencias significativas con el fungicida Rovral (68,5%).
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El extracto deajo ha sido utilizado para la inhibicion de otros hongos, Hassan et al. (2005)
encontraron que los extractos de ajo (alcohdlico y acuoso) inhibieron por completo la
presencia de B. sorokiniana, Fusarium sp. Aspergillus sp., Penicillium sp.y Rhizopus sp.
en el tratamiento de semillas de trigo. Estos estudios indican el potencial de los derivados
botanicos sobre el control de hongos fitopatdgenos, especialmente el uso del extracto de
ajo que con resultados prometedores podria ser utilizado especialmente por pequeiios
agricultores que no cuenten con grandes recursos econdmicos y estén en la continua

busqueda de alternativas para una agricultura sostenible.

En cuanto al efecto de los tratamientos biologicos (7richoderma harzianum 'y
Chaetomium globosum) sobre la micoflora del grano/semilla de arroz se observé entre un
50-70% de colonizacion por parte de los antagonistas. En Costa-Carvalho et al. (2011) se
probaron varias cepas de Trichoderma harzianum que redujeron la incidencia de especies
de Aspergillus spp.(entre un 56% y 61%), Cladosporium spp (entre un 40% y 41%) y
Sclerotinia sclerotiorum (entre un 90% y 92%) en semillas de frijol. Cepas de
Chaetomium globosum fueron utilizadas para tratar semillas de cebada infectadas
naturalmente con Bipolaris sorokiniana, disminuyendo el porcentaje de infeccion entre
un 45% y 52,5% (Cipollone y Sisterna, 2019), estos datos permiten darle continuidad al
desarrollo de estudios y posterior uso de Trichoderma harzianum y Chaetomium

globosum en el tratamiento de semillas.

Cabe resaltar que los estudios referentes al uso y efectos de agentes biologicos como

biofungicidas sobre la micoflora presente en las semillas son escasos.
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5.1 Introduccion

Lasemilla es el principal 6rgano reproductivo de la gran mayoria de plantas, desempefian
una funcion fundamental en la renovacion, persistencia y dispersion de las poblaciones
de plantas. Para que la semilla cumpla con su objetivo, es necesario que el embrion se
transforme en plantula, que sea capaz de valerse por si misma y finalmente convertirse en
planta adulta. La viabilidad de las semillas es el periodo de tiempo durante el cual las
semillas conservan su capacidad de germinar, es un periodo variable y depende del tipo

de semilla y las condiciones de almacenamiento (Doria, 2010).

La calidad fisiologica es generalmente evaluada por la prueba de germinacion que le
confiere a las semillas condiciones favorables de humedad y temperatura, permitiendo
expresar el potencial maximo de un lote en producir plantulas normales. Sin embargo,
esta prueba puede ser poco eficiente para indicar el desempefio de las semillas en campo,
donde las condiciones no siempre son las ideales. El vigor de las semillas puede ser
entendido como la suma de atributos que confiere a la semilla el potencial para germinar,
emerger y establecer rapidamente una poblacion adecuadade plantulas normales bajo una

amplia diversidad de condiciones ambientales (Intriago-Paredes, 2011).

Las enfermedades mas importantes y devastadorasdelos cultivos a menudo se transmiten
por semillas y son causadas por hongos. Ademas se ha demostrado que los hongos
transmitidos por semillas son responsables de la mala calidad de las mismas en muchos
cultivos. Los patdgenos que se transportan a través de semillas o dentro de ellas, pueden
reducir su germinacion y la emergencia de las plantulas. Generalmente estos hongos se
manejan con productos quimicos sintéticos que se consideran eficientes pero su uso

continuo ha generado una toxicidad residual que causa contaminacion (Perelld et al.,

2013).

Con frecuencia se ha documentado la actividad antifingica de muchos productos
derivados de plantas contra una amplia gama de fitopatdgenos. Entre las sustancias
vegetales que se utilizan generalmente contra la micoflora transmitida por semillas, el ajo
es muy prometedor teniendo en cuenta su importante actividad antifingica y propiedades

antimicrobianas (Perell6 ef al., 2013).
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5.1.1 Objetivo
El objetivo planteado en el presente capitulo fue:
e Evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre la germinacion y vigor de la

semilla.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Germinacion y vigor de la semilla

Se empled la prueba en toallas de papel enrolladas (ISTA, 2011). Se evaluaron un total
de 100 granos/semillas por tratamiento (4 repeticiones). Los granos/semillas de arroz se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos y se sumergieron en las

preparaciones de los diferentes tratamientos:

e Tratamientos biologicos (7richoderma harzianum, Chaetomium globosum) mas
un control con agua destilada estéril. Para el tratamiento con 7. harzianum (T2)
se uso una concentracion de 10-8 y para el tratamiento con C. globosum (C4) una
concentracion de 1076,

e Tratamientos con extracto de ajo: ajo al 13% durante 8 h, 12 h y 24 h y al 20%,
30% y 40% durante 12 h y 24 h de exposicion, mas un control con agua destilada

estéril.

Una vez oreados los granos/semillas de arroz pertenecientes a la variedad Yerua de la
localidad de Los Hornos (Provincia de Buenos Aires), se sembraron sobre hojas de toalla
papel (Valot Premium blancas) que previamente se sumergieron en una bandeja de agua
destilada y se escurrieron sobre una rejilla metdlica donde posteriormente se realizd la
siembra. Se comenz6 a sembrar desde la mitad superior dela toalla de papel de forma que
la radicula quedara hacia abajo cubriéndose los granos con la otra mitad de la toalla,
formando luego un rollo. Estos rollos se colocaron dentro de bolsas de nylon que se
cerraron en la parte superior y se sujetaron con clips. Se ubicaron en forma vertical en
envases de plastico, incubandose en camara a 30°C con alternancia de 12 horas deluz y

12 horas de oscuridad (Figura 1).
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Figura 1. Granos/semillas de arroz enrollados en toalla de papel.

La evaluacion se realizé de la siguiente forma:

» El porcentaje de germinacion final (PGF) segun Abdoli y Esfandiari (2017):

PGF (Ng ) 100
= —_ %
Nt

Ng: Numero total de granos/semillas germinadas

Nt: Total nimero de granos/semillas evaluadas

» El indice de Vigor de la Plantula (IV) se calculdé de acuerdo con la siguiente

formula Abdoliy Esfandiari (2017):

_ Longitud de la plantula * PGF

I
v 100

* El vigor de las plantulas se determind a partir de la formula de Geetha y

Sivaprakasam (1993):

IVP= % de germinacion x longitud de plumula (promedio de 10 plantulas en cm)

IVR= % de germinacion x longitud de radicula (promedio de 10 plantulas en cm)

Se contabilizaron el nimero de semillas sin germinar (SSG) y se calcul6 la longitud de la
plantula (LP) (plimulatradicula) por tratamiento; El nimero de SSG no se tuvieron en
cuenta para los célculos estadisticos. Con los datos obtenidos se realizo un ANOVA una
via, las medias se compararon por el Test de Duncan (p<0,05) Entodoslos casos se utilizd

la version libre de InfoStat estudiantil, afio 2017 (InfoStat-Statistical Software).



5.3 Resultados

5.3.1 Tratamientos biologicos
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5.3.1.1 Porcentaje de germinacion final (PGF)

El porcentaje de germinacion final para los tratamientos biologicos y el testigo se muestra

en la Figura 2. Chaetomium globosum (cepa C4) obtuvo un valor de 97% y Trichoderma

harzianum (cepa T2) un 95%, valores que estadisticamente no presentaron diferencias

significativas entre si, pero se diferenciaron del testigo, que obtuvo un valor de 80%.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de los tratamientos biologicos (7. harzianum, C. globosum) y el testigo. Letras
diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

5.3.1.2 indice de Vigor de la Plantula (IV)

Los valores del indice de vigor (IV) para los tratamientos bioldgicos y el testigo se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. indice de vigor de la plantula para los tratamientos biologicos (7. harzianum 'y C. globosum)y el testigo

Tratamientos indice de Vigor de la plantula (IV)
T. harzianum 10,37a

Testigo 9,26b
C. globosum 9,17b

Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

El tratamiento con T. harzianum (cepa T2) se diferencio6 estadisticamente del tratamiento

con C. globosum (cepa C4) y del testigo. Por su parte, C. globosum no presentd

diferencias significativas con respecto al testigo con valores de 9,26 y 9,17

respectivamente (Tabla 1).
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En la Figura 3 se muestran la relacion entre indice de vigor y el porcentaje de germinacion
para los tratamientos biologicos. El tratamiento con 7. harzianum present6d el mejor
comportamiento para el indice de vigor (IV)y el porcentaje de germinacion final (PGF)

con respecto a C. globosum y el testigo.

mm indice de vigor plantula = porcentaje de germinacion (%)
10,6 a 120
10,4
10,2 3 100
10
9,8 80
9,6 60
9,4 b b
9,2 40
9
8,38 20
8,6
8,4 0

T. harzianum Testigo C. globosum

Tratamientos

Figura 3. Indice de vigor y porcentaje de germinacion para los tratamientos biologicos (7. harzianum, C. globosum)y
el testigo. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan
(p<0,05).

En la Figura 4 se observan semillas germinadas con la prueba de toalla de papel
enrolladas, se pudo evidenciar el crecimiento de la micoflora sobre el grano/semilla de
arroz y en las semillas tratadascon 7. harzianum, el crecimiento de este hongo antagonista

sobre el grano/semilla germinado.

Figura 4: Crecimiento de micelio de la micoflora sobre el grano/semilla en toalla de papel (A); crecimiento de 7.
harzianum sobre el grano/semilla (B).



105

5.3.1.3 Indice de vigor basado en el porcentaje de germinacién y la longitud de la
plimula (IVP) y basado en el porcentaje de germinacion y la longitud de la radicula
(IVR)

Para el tratamiento con T harzianum (cepa T2) el indice de vigor basado en el porcentaje
de germinacion y la longitud de la plumula (IVP) presento un valor de 555,8 que se
diferencié del testigo y de C. globosum (cepa C4) por valores de 389.6 y 415,2
respectivamente. El indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la longitud
de la radicula (IVR) mostrd que el tratamiento con 7. harzianum no presento diferencias
significativas frente al tratamiento con C. globosum, pero si se diferencid
estadisticamente del testigo y a su vez, el tratamiento con C. globosum no se diferencid
del testigo. Los valores en orden descendente fueron 632.7, 482.1 y 394.4, para el

tratamiento con 7. harzianum, C. globosum y el testigo, respectivamente (Figura 5).
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M indice vigor basado en %germinacion y longitud plumula

M indice vigor basado en %germinacion y longitud radicula
Figura 5. Indices de vigor basados en el porcentaje de germinacion y la longitud de la plamula (IVP) y la longitud

de la radicula (IVR) para los tratamientos biologicos (7. harzianum, C. globosum) y el testigo. Letras distintas
expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).

El niimero de semillas sin germinar (SSG) no se tuvo en cuenta para los célculos
estadisticos, con el fin de enfatizar el efecto que los tratamientos biologicos y el extracto
de ajo proporcionaron a los granos/semillas de arroz, y descartar los factores internos y

externos que afectan la germinacion.

En la Tabla 2 se muestran los datos para el nimero de semillas sin germinar (SSG), la
longitud de la plantula (LP). En cuanto a los tratamientos bioldgicos se pudo observar un

menor nimero de semillas que no germinaron con respecto al testigo.
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Se calculd la longitud de la plantula (LP) (plimula+radicula), el tratamiento con 7.
harzianum no se diferencio6 estadisticamente del testigo con valores de 10,9cm y 11,5cm
respectivamente, sin embargo, éstos si se diferenciaron del tratamiento con C. globosum

que obtuvo un valor de 9,45c¢m (Tabla 2).

Tabla 2. Datos adicionales para los tratamientos biologicos (7. harzianum 'y C. globosum) vy el testigo.

Tratamientos | SSG LP
T. harzianum 5 10,9a
C. globosum 3 9,5b
Testigo 20 11,5a

Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan
(p<0,05). SSG: Semillas sin germinar; LP: Longitud de la plantula (cm).

En la Figura 6 se observan semillas germinadas con la prueba en toalla de papel
enrolladas, las fotografias corresponden a los tratamientos biologicos y el tratamiento con

el testigo.

Figura 6: Semillas germinadas en toalla de papel. Tratamiento con T. harzianum (cepa T2) (A); tratamiento con C.
globosum (cepa C4) (B); testigo (C).

5.3.2 Extracto de ajo natural
5.3.2.1 Porcentaje de germinacion final (PGF)
El porcentaje de germinacion final para los tratamientos con extractos de ajo al 13%

durante 8 h, 12 hy 24 h y al 20%, 30% y 40% durante 12 h y 24 h y el testigo se muestra

en el Figura 7.

En orden descendente los valores que se obtuvieron fueron: 88%, 87%, 87%, 85% 82%,
80% 80%, 78%, 77% y 75% para el extracto de ajo al 30% 24 h, extracto de ajo al 20%
12 h, extracto de ajo al 20% 24 h, extracto de ajo al 13% 24 h, extracto de ajo al 40% 24
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h, el testigo, extracto de ajo al 40% 12 h, extracto de ajo al 30% 12 h, extracto de ajo 13%

8 h y extracto de ajo al 13% 12 h respectivamente.

El valor méximo para el extracto de ajo al 30% 24 h se diferencio estadisticamente del

valor minimo de 75% para el extracto de ajo al 13% 12 h.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de los tratamientos con extracto de ajo natural y el testigo. Letras distintas
expresan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de Duncan (p<0,05).

5.3.2.2 indice de Vigor de la Plantula (IV)

Los valores del indice de vigor (IV) para los tratamientos con extracto de ajo y el testigo

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Indice de vigor de la plantula para los tratamientos con extracto de ajo natural

Tratamiento indice de vigor de la plantula (IV)
Ajo 13% 24 h 12,1a
Ajo 13% 8 h 11,3a
Ajo 13% 12 h 11,2a
Ajo 20% 24 h 9,3b
Testigo 9,3b
Ajo20% 12 h 9,1b
Ajo30% 24 h 9b
Ajo40% 12 h 7.9¢
Ajo40% 24 h 7,6¢
Ajo30% 12 h 7,1c

Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Los valores de indice de vigor oscilaron entre 12,1 y 7,1 observandose maximos en
extracto de ajo al 13% y minimos en extracto deajo al 30%-12 h y extracto de ajo al 40%.
Los tratamientos con extracto de ajo al 13% y sus variantes en horas 24 h, 8 hy 12 h no
se diferenciaron estadisticamente entre si, pero si presentaron diferencias significativas

con los otros tratamientos de extracto de ajo y el testigo.

En Figura 8 se muestran la relacion entre indice de vigor (IV) y el porcentaje de
germinacion final (PGF) para los tratamientos con extracto de ajo. El tratamiento con
extracto de ajo al 30% 24 h que obtuvo el valor mas alto de porcentaje de germinacion no
presento un (IV) maximo como los encontrados con el extracto de ajo al 13% y sus
variantes en horas 24 h, 8 hy 12 h. Y el valor minimo para el porcentaje de germinacion
fue para el tratamiento con extracto de ajo al 13% 12 h, el cual cuando se evalu¢ el (IV)
no presentd diferencias significativas con sus variantes en horas 24 h y 8 h a la misma

concentracion.
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Figura 8. Indice de vigor y porcentaje de germinacion para los tratamientos con extracto de ajo natural y el testigo.
Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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5.3.2.3 Indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la longitud de la
plimula (IVP) y basado en el porcentaje de germinacion y la longitud de la radicula
(IVR)

Los valores maximos para el indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la
longitud de la plumula (IVP) se dieron para el tratamiento con extracto de ajo al 13%, el
cual present6 valores de 579, 528,2'y 523,6 para 12 h, 8 h y 24 h respectivamente, que no
se diferenciaron estadisticamente entre si. El valor minimo fue para el extracto de ajo al
30% 12 hcon 273, el cual no se diferenci6 estadisticamente del extracto de ajo al 30% 24
h, el testigo, el extracto de ajo al 40% 24 h, el extracto de ajo al 40% 12 h y el extracto
de ajo al 20% 12 h con valores de 393.4, 389,6, 381,3, 350,2 y 332,34, respectivamente
(Figura 9).

Los valores para el indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la longitud
de la radicula (IVR) para los tratamientos del extracto de ajo al 13% 12 h, 8 h, 24 h, el
extracto de ajo al 20% 24 h, 12 hy extracto de ajo al 40% 12 h no presentaron diferencias
significativas entre si con valores de 687.8, 637,6, 624,8, 579,4, 541,1, 510,2. El valor
minimo fue para el extracto de ajo al 30% 12 h con 376, el cual no se diferencid
estadisticamente de los tratamientos del extracto de ajo al 20% 12 h, extracto de ajo al
40% 12 h, extracto de ajo al 30% 24 h, el testigo y el extracto de ajo al 40% 24 h con
valores de 541,1, 510,2, 494,6, 394,4 y 385,4 respectivamente (Figura 9).

a
ab ab
a ab
ab ab abc be abc
bc
c cd cd C cd ¢
od cd
Ajo13% 8 Ajo13% Ajo13% Ajo20% Ajo20% Ajo30% Ajo30% Ajo40% Ajo40% Testigo

h 12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h

Tratamientos

800

700

600

50

o

40

o

30

o

20

o

10

o

o

B indice vigor basado en %germinacion y longitud plimula B indice vigor basado en %germinacion y longitud radicula

Figura 9. indices de vigor basados en el porcentaje de germinacion y la longitud de la plimula (IVP) y la longitud de
la radicula (IVR) para los tratamientos con extracto de ajo natural y el testigo. Letras diferentes representan
diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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En los tratamientos con extracto de ajo natural se contabilizé el nimero de semillas sin
germinar (SSG) y se observéd un valor maximo para el tratamiento con extracto de ajo al

13% 12 h con 25 (SSG) y un valor minimo para el extracto de ajo al 30% 24 h con un
valor de 12 (SSG) (Tabla 4).

En la Tabla 4 se calculd también la longitud de la plantula (LP) (plumula+radicula), los
tratamientos con extracto de ajo al 13% 12 h, 8 h y 24 h se diferenciaron del resto de
tratamientos con valores de (LP) de 14,7cm, 14,7cm y 14,2cm respectivamente. El valor
minimo fue para el tratamiento con extracto de ajo al 30% 12 h con 9cm, el cual no se
diferenci6 estadisticamente de los tratamientos con extracto de ajo al 30% 24 h, extracto

de ajo al 40% 12 hy 24 h con valores de 10,1cm, 9,9cm y 9,2cm respectivamente.

Tabla 4. Datos adicionales para los tratamientos con extracto de ajo natural y el testigo.

Tratamientos SSG LP
Ajo 13% 8 h 23 14,7a
Ajo 13% 12 h 25 14,7a
Ajo 13% 24 h 15 14,2a
Ajo 20% 12 h 13 10,5bc
Ajo20% 24 h 13 10,7bc
Ajo30% 12 h 22 9d
Ajo 30% 24 h 12 10,1cd
Ajo 40% 12 h 20 9,9¢cd
Ajo 40% 24 h 18 9,2d
Testigo 20 11,5b

Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan
(p<0,05). SSG: Semillas sin germinar; LP: Longitud de la plantula (cm).

En la Figura 10 se observan semillas germinadas con la prueba de toalla de papel
enrolladas, las fotografias corresponden al tratamiento con extracto de ajo al 13% con sus

variantes en horas (24 h y 12 h) y del tratamiento testigo.
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Figura 10: Semillas germinadas en toalla de papel. Tratamiento con extracto de ajo al 13% 24 h (A); tratamiento con
extracto de ajo al 13% 12 h (B); testigo (C).

5.3.3 Comparacion de los tratamientos biologicos (7. harzianum 'y C. globosum) y los
tratamientos con extracto de ajo natural

5.3.3.1 Porcentaje de germinacion final (PGF)

El porcentaje de germinacion final (PGF) vari6 entre 97% y 75% con méximos para los
tratamientos biologicos (C. globosum y T. harzianum) y minimo para el extracto de ajo
al 13% 12 h. Los tratamientos con C. globosum (Cepa C4), T. harzianum (Cepa T2),
extracto de ajo al 30% 24 h, extracto de ajo al 20% 24 h y 12 h con valores de 97%, 95%,
88%, 87%, 87% no presentaron diferencias significativas entre si. Del mismo modo los
tratamientos con extractode ajo al 13% 24 h, extracto deajo al 40% 24 hy 12 h, el testigo,
el extracto deajo al 30% 12 h, extracto de ajo al 13% 8 h'y 12 h no presentaron diferencias
significativas entre ellos con valores de 85%, 82%, 80%, 80%, 78%, 77% y 75%

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de germinacion final (PGF) para los tratamientos biologicos (7. harzianum (cepa T2) y C.
globosum (Cepa C4)), con extracto de ajo natural y el testigo. Letras distintas expresan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con el test de Duncan (p<0,05).
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En la Tabla 5 se muestran los valores correspondientes a la diferencia del porcentaje de
germinacion final (PGF) con respecto al testigo; los tratamientos bioldgicos que
obtuvieron unos altos porcentajes de germinaciéon presentaron una diferencia de 21,3 y
18,8 para C. globosum (Cepa C4) y T. harzianum (Cepa T2) respectivamente, con

respecto al testigo.

Continuando en orden descendente se encontraron los tratamientos con extracto de ajo al
30% 24 h, extracto de ajo al 20% 24 hy 12 h, extracto de ajo al 13% 24 h, extracto de ajo
al 40% 24 h con valores de diferencia de 10; 8,8; 8,8; 6,3 y 2,5, respectivamente.

El extracto de ajo al 40% 12 h no present6 diferencia en el porcentaje de germinacion
frente al testigo, y por debajo de esta diferencia se encontraron valores de -2,5; -3,8 y
-6,3 para los tratamientos extracto de ajo al 30% 12 h, extracto deajo al 13% 8 hy 12 h,

respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Diferencia en el porcentaje de germinacion final (PGF) con respecto al testigo

Tratamiento Porcentaje de Diferencia de porcentaje de
germinacion final (%) | germinacion (%) con respecto al testigo

C. globosum 97 21,3
T. harzianum 95 18,8
Ajo 30% 24 h 88 10,0
Ajo 20% 24 h 87 8,8
Ajo 20% 12 h 87 8,8
Ajo 13% 24 h 85 6,3
Ajo 40% 24 h 82 2,5
Ajo40% 12 h 80 0,0

Testigo 80 0,0
Ajo30% 12 h 78 -2,5
Ajo 13% 8 h 77 -3,8
Ajo 13% 12 h 75 -6,3

5.3.3.1 Indice de Vigor de la Plantula (IV)
Los valores del indice de vigor (IV) para los tratamientos biologicos (7. harzianum y C.

globosum), con extracto de ajo y el testigo se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. indice de vigor de la plantula para los tratamientos biologicos (7. harzianum y C. globosum), con extracto de
ajo natural y el testigo

Tratamiento ndice de vigor de la plantula (IV)
Ajo 13% 24 h 12,1a
Ajo 13% 8 h 11,3ab
Ajo 13% 12 h 11,2ab
Trichoderma harzianum 10,4b
Ajo 20% 24 h 93¢
Testigo 93¢
Chaetomium globosum 9,2¢c
Ajo20% 12 h 9,1c
Ajo 30% 24 h 9c
Ajo40% 12 h 7,9d
Ajo 40% 24 h 7,6d
Ajo 30% 12 h 7,1d

Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Los valores de indice de vigor (IV) oscilaron entre 12,1 y 7,1 observandose maximos en
extracto de ajo al 13% y minimos en extracto de ajo al 30% 12 hy al 40% 24 hy 12 h.
Los tratamientos con extracto de ajo al 13% y sus variantes en horas 24 h, 8 hy 12 hno
se diferenciaron estadisticamente entre si. Aligual que los valores minimos 7.9, 7.6y 7.1
para los tratamientos de extracto de ajo al 40% 12 h, al 40% 24 h y al 30% 12 h

respectivamente, que no tuvieron diferencias significativas entre ellos.

Para los tratamientos bioldgicos, 7. harzianum no se diferencio de los tratamientos con
extracto de ajo al 13% 8 h'y 12 h, con valores 10.4 para el hongo antagonistay 11,3 y
11,2 para los tratamientos con ajo al 13% 8 h y 12 h respectivamente. Sin embargo, el
tratamiento con 7. harzianum si presentd diferencias significativas frente C. globosum y
éste a su vez no presentd diferencias significativas frente al testigo, con valores de 9,2 y

9,3 respectivamente (Tabla 6).

En la Figura 12 se muestra la relacion entre el indice de vigor (IV) y el porcentaje de
germinacion final (PGF), se puede observar como los tratamientos biologicos (7.

harzianum y C. globosum) obtuvieron los maximos valores para el porcentaje de



114

germinacion final, pero los valores para el indice de vigor (IV) de 10,4 para T. harzianum
y 9,2 para C. globosum presentaron diferencias significativas entre si. Los tratamientos
con extracto de ajo al 13% y sus variantes en horas 24 h, 8 h y 12 h obtuvieron los
maximos valores para el indice de vigor, pero el extracto de ajo al 13% 12 h present¢ el
minimo porcentaje de germinacion final (PGF) conun valor de 75% y este a su vez no se
diferencié significativamente de los valores del porcentaje de germinacion final del

extracto de ajo al 13% 24 hy 8 h.
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Figura 12. Indice de vigor (IV) y porcentaje de germinacion final (PGF) para los tratamientos biologicos (7.
harzianum (Cepa T2) y C. globosum (Cepa C4)), con extracto de ajo y el testigo. Letras diferentes representan
diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

5.3.3.3 Indice de vigor basado en el porcentaje de germinacién y la longitud de la
plimula (IVP) y basado en el porcentaje de germinacion y la longitud de la radicula
(IVR)

Los valores maximos para el indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la
longitud de la plumula (IVP) se dieron para los tratamientos con extracto de ajo al 13%
12 h y para el tratamiento con 7. harzianum, los cuales presentaron valores de 579y 555,8
respectivamente, pero estos a su vez no se diferenciaron estadisticamente de los
tratamientos con extracto de ajo al 13% 8 h y 24 h, con valores de 528,2 y 523.,6,

respectivamente.
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El valor minimo fue para el extracto de ajo al 30% 12 h con 273, el cual no se diferencio
estadisticamente del extracto de ajo al 40% 24 h'y 12 h y del extracto de ajo al 20% 12 h,
con valores de 381,3, 350,2 y 332,3 respectivamente (Figura 13).

Para el indice de vigor basado en el porcentaje de germinacion y la longitud de la radicula
(IVR) el valor méximo fue de 687.8 y lo presento el tratamiento con extracto de ajo al
13% 12 h, sin embargo, este valor no presentd diferencias significativas con la mayoria
de los tratamientos, en orden descendente los tratamientos fueron: extracto de ajo al 13%
8 h, T. harzianum, extracto de ajo al 13% 24 h, extracto de ajo al 20% 24 h, 12 h, extracto
de ajo al 40% 12 h y extracto de ajo al 30% 24 h con valores de 637,6, 632,7, 624,8,
579,4, 541,1, 510,2, 494,6 respectivamente.

El valor minimo fue para el extracto de ajo al 30% 12 h con 376, el cual no se diferencid
estadisticamente del extracto de ajo al 20% 12 h, extracto de ajo al 40% 12 h, extracto de
ajo al 30% 24 h, C. globosum, el testigo y el extracto de ajo al 40% 24 h, con valores de
541,1, 510,2, 494,6, 482,1, 394,4, 385,4 respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Indices de vigor basados en el porcentaje de germinacion y la longitud de la plamula (IVP) y la longitud
de la radicula (IVR) para los tratamientos biologicos (7. harzianum (Cepa T2) y C. globosum (Cepa C4)), con
extracto de ajo natural y el testigo. Letras diferentes representan diferencias significativas segun el test de Duncan
(p<0,05).
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En los tratamientos bioldgicos (7. harzianum y C. globosum) y con extracto de ajo se
contabiliz6 el nimero de semillas sin germinar (SSG) y se observé un valor maximo para
el tratamiento con extracto de ajo al 13% 12 h con 25 SSG y un valor minimo para el
tratamiento con C. globosum (Cepa C4) con un valor de 3 SSG. Se calcul6 también la
longitud de la plantula (LP) (plimula + radicula), los tratamientos con extracto de ajo al
13% 12 h, 8 h'y 24 h se diferenciaron del resto de tratamientos con valores de LP de
14,7cm, 14,7cm y 14,2cm respectivamente. El valor minimo fue para el tratamiento con
extracto de ajo al 30% 12 h con 9cm, el cual no se diferencié estadisticamente de los
tratamientos con extracto de ajo al 30% 24 h, extracto de ajo al 40% 12 h, C. globosum,
extracto de ajo al 40% 24 h con valores de 10,lcm, 9,9cm, 9,5cm y 9,2cm

respectivamente. (Tabla 7).

Los valores de la longitud de plantula (LP) para el tratamiento con 7. harzianum (Cepa
T2) no presentd diferencias significativas con respecto al testigo, pero si se diferencio
estadisticamente de los tratamientos con extracto de ajo al 13% y sus variantes en horas
(valores méaximos) y con el tratamiento con C. globosum (Cepa C4) que presento un valor

cercano al minimo.

Tabla 7. Datos adicionales para los tratamientos biologicos (7. harzianum 'y C. globosum), con extracto de ajo natural

y el testigo.

Tratamiento SSG LP

T. harzianum 5 10,88bc
C. globosum 3 9,45de
Ajo 13% 8 h 23 14,66a
Ajo 13% 12 h 25 14,72a
Ajo 13% 24 h 15 14,2a
Ajo20% 12 h 13 10,46bcd
Ajo 20% 24 h 13 10,67bc
Ajo30% 12 h 22 9e
Ajo 30% 24 h 12 10,06cde
Ajo40% 12 h 20 9,85cde
Ajo 40% 24 h 18 9,23¢

Testigo 20 11,45b

Letras diferentes representan diferencias significativas segtin el test de Duncan (p<0,05). SS:
Semillas sin germinar; LP: Longitud de la plantula (cm).
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En la Figura 14 se observan semillas germinadas con la prueba de toalla de papel
enrolladas. La figura 14-A corresponde al tratamiento testigo, con crecimiento de la
micoflora propia del manchado de grano/semilla de arroz; En la figura 14-B se compara

una semilla del tratamiento testigo y una semilla tratada con extracto de ajo al 13% 12 h.

A

x
Figura 14: Semillas germinadas en toalla de papel. Testigo (A); semilla tratamiento testigo (izquierda) y semilla con
tratamiento de extracto de ajo al 13% 12 h (derecha) (B).

5.4 Discusion

En el presente estudio los tratamientos biologicos evidenciaron un efecto positivo sobre
la germinacion de las semillas de arroz. Resultados similares se han encontrado por otros
investigadores (Anhar et al. 2019, Gangwar, 2013). Trichoderma harzianum (cepa T2)
mostrd valores similares a los tratamientos con extracto de ajo natural al 13% y sus
variantes en horas (8 h, 12 h y 24 h) para los parametros de indice de vigor (IV)y los
indices de vigor basados en el porcentaje de germinacion y la longitud de la plimula y la
radicula IVP y IVR). Gangwar (2013) y Hassan et al. (2017) mencionan que las
formulaciones con agentes biologicos resultan eficaces para promover el crecimiento de
la planta cuando se aplican como tratamiento a la semilla, siendo capaz de colonizar la
superficie de la raiz y la rizosfera, protegiéndolas de enfermedades fingicas. Ademas
aumentaron significativamente la longitud de laraiz y la longitud delos brotes mejorando

el crecimiento y el vigor de la planta. Las preparaciones con 7. harzianum aumentaron la

emergencia y el vigor de las plantulas de arroz.

Nufiez-Mufioz y Pavone-Maniscalco (2014) plantean que una de las etapas del
crecimiento de arroz donde existe mayor predisposicion a diferentes dafios de origen
bidtico y abiotico es en el desarrollo inicial, por tal razon, resulta fundamental conocer si
los agentes de control biolégico como Trichoderma spp. tiene la capacidad de mejorar la

condicion de la planta en esta etapa del desarrollo. También mencionan que la utilizacién
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de Trichoderma spp. en plantaciones de arroz podria promover un mejor desarrollo de la
planta y un mayor rendimiento. Doni et al. (2014) mencionan que Trichoderma spp.
mejora la germinacion, el vigor y el crecimiento de las plantulas de arroz, la tasa
fotosintética, la concentracion interna de CO»2, el uso eficiente del agua y la absorcion de
nutrientes que mejorara los procesos fisiologicos, lo cual conduce a un buen rendimiento

en el crecimiento.

En Cipollone y Sisterna, (2019) se evaluo6 el efecto de C. globosum en semillas de cebada
naturalmente infectadas por el patdgeno B. sorokiniana (56%). Las 3 cepas probadas del
hongo end6fito promovieron el crecimiento de las semillas de cebada presentando valores
para el indice de vigor de 6,52; 7,31 y 12,05 frente al control que presentd un valor de
3,90. En nuestro estudio C. globosum (cepa C4) present6 un indice devigor de9,17, valor
que no se diferencid estadisticamente del control y fue superado por los tratamientos con

extracto de ajo al 13% vy T. harzianum (cepa T2).

En cuanto al extracto de ajo natural los porcentajes de germinaciéon variaron en un rango
entre el 75% y el 88%, incluso valores por debajo del control, que obtuvo un 80%; estos
valores fueron similares a los reportados por Latif et al. (2006), el cual reporto el efecto
de varios extractos de plantas sobre la germinacion de semillas de mostaza, entre ellos el
extracto de ajo, el cual obtuvo una capacidad de germinacion que varid en un rango entre
72%-76% con respecto al control con un 65%. De igual manera nuestros resultados se
encuentran por debajo de los reportados en Hasan et al. (2005) para semillas de trigo
tratadas con extracto de ajo alcohdlico y acuoso con valores del 97% y 96,7%
respectivamente. Ademas, este autor mostrd valores para el indice de vigor, la longitud
de la raiz y de los brotes de trigo que aumentaron significativamente con el uso de los
extractos de ajo (alcohdlico y acuoso) con respecto al control; en este estudio el extracto
de ajo al 13% con sus variantes en horas (8 h, 12 h y 24 h) favorecieron el indice de vigor
y la longitud dela plantula, sin embargo, en cuanto al porcentaje de germinaciéon no se

observaron diferencias significativas con respecto al control.
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6.1 Introduccion

La mancha marrén, parda o castaia, causada por Bipolaris oryzae es una de las
enfermedades mas importantes del arroz (Oryza sativa L.) y esta presente en
practicamente todas las areas productoras de arroz a nivel mundial (Lee, 1992; Ou, 1985).
Esta enfermedad contribuye a pérdidas directas tanto en el rendimiento como en la calidad
del grano e indirectas debido al inoculo transmitido por la semilla. En este tltimo caso,
el micelio de B. oryzae se vuelve inactivo y puede reactivarse durante la germinacion y
causar lesiones en las raices, el coleoptilo y las hojas primarias. La tasa de transmision de

semilla a plantula puede alcanzar hasta el 80% (Meneses et al. 2014).

Lee (1992) reportd que Bipolaris oryzae fue responsable deuna epifitia en 1942, conocida
como la “hambruna de Bengala”, donde se reportaron pérdidas del 40 al 90% de la
produccion y dos millones de muertes. Los granos infectados no son aptos para consumo

humano, debido a que el hongo produce una toxina llamada ofiobolina.

Bipolaris spp. comprende un gran género de hongos con mas de 100 especies, la mayoria
de las cuales son saprobios en el suelo y patdogenos de plantas, y algunas potencialmente
pueden infectar a humanos y animales (Sivanesan, 1987). Si bien B. oryzae es la especie
que infecta con mayor frecuencia semillas dearroz, probablemente debidoa su asociacion
con las epidermis foliares de la mancha marrén, se han reportado otras especies de
Bipolaris durante analisis de rutina de lotes de semillas de arroz en todo el mundo,
incluyendo B. bicolor, B. curvispora, B. cynodontis, B. halodes, B. hawaiiensis, B. indica,
B. spicifera y B. victoriae (De Farias ef al. 2011; Motlagh & Kaviani, 2008; Sivanesan,
1987).

B. oryzae causa una infeccion severa durante la fase reproductiva dela planta que provoca
pérdidas tanto cuantitativas como cualitativas (Faruq. et al. 2015); es un patogeno
importante que puede limitar los rendimientos en el cultivo, puede provocar altos
porcentajes de vaneo, disminucion en el poder germinativo, el vigor y el tamafio de las
plantulas, granos quebradizos, coloraciones anormales, entre otros, puede transmitirse y

diseminarse por semilla hacia otras zonas arroceras (Duarte et al. 2014).

De la Paz et al. (2006), mencionaron que el patdogeno puede reducir el rendimiento del

cultivo en un rango de 6 a 90% y de 10 al 58% de muerte de plantulas. Meneses et al.
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(2014), han reportado que la dindmica (incidencia y severidad) de la enfermedad esté
influenciada por el clima y las practicas de manejo del cultivo y de la enfermedad, la cual

varia significativamente entre cada ano y décadas.

6.1.1 Objetivo

El objetivo planteado en el presente capitulo fue:

e Determinar el efecto de cada uno de los tratamientos sobre un hongo patdgeno

foliar transmitido por semilla, en ensayos de invernaculo.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Ensayos de invernaculo

Los ensayos se realizaron con los granos/semillas de la variedad Yerua de la localidad de
Los Hornos (2018). Se evaluaron cada uno de los tratamientos (bioldgicos, extracto de
ajo, fungiciday un control con agua destilada estéril) sobre Bipolaris oryzae que integra
el complejo causal del manchado de grano de arroz y ademds se transmite por semilla
produciendo lesion en hoja. Tanto el hongo patdgeno como las cepas de los tratamientos
biologicos (Trichoderma harzianum y Chaetomium globosum) y la concentracion del

extracto de ajo se seleccionaron en base a ensayos previos (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos y patogeno seleccionado para ensayo in vivo.

Hongo patdgeno Bipolaris oryzae

Tratamiento Trichoderma harzianum | Cepa T2

Tratamiento Chaetomium globosum | Cepa C4

Concentracion extracto de ajo 13%

Fungicida ALLEGRO (BASF)

Allegro es un fungicida sistémico para el control de enfermedades foliares en el cultivo
de trigo, cebada y arroz. Es de efecto preventivo, curativo y erradicante, contiene
epoxiconazole, un nuevo triazol de la familia de los inhibidores de ergosterol (IBE) con

accion sistémica, de larga residualidad.

El epoxiconazole tiene un sistema acropeta. Ademas, Allegro contiene kresoxim-metil,

un fungicida del grupo de las estrobilurinas, que permiten disminuir el riesgo de
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desarrollo de resistencia a los fungicidas IBE (triazoles) y contribuyen al control fingico;
Este fungicida actta por inhibicion de la germinacion de las esporas, el desarrollo del
tubo germinativo y la esporulacion. Posee accion eposistémica. (Marbete del producto,

consultado via web: agrofy.com.ar/fungicida-allegror.html).

Propiedades de Allegro (consultado via web: https://xdoc.mx):

e El ingrediente activo kresoxim-metil se distribuye sobre la superficie de la hoja por
difusion en fase gaseosa.

e La distribucion del ingrediente activo es mas uniforme.

e La penetracion foliar de kresoxim-metil ocurre por difusion a través de la capa cerosa
de la cuticula y por via estomatica.

e Existe un efecto translaminar.

En la Tabla 2 se describe la informacion principal y algunos detalles técnicos del

fungicida Allegro (consultado via web: agrofy.com.ar/fungicida-allegror.html).

Tabla 2. Informacion principal y detalles técnicos del fungicida Allegro

Principio | Epoxiconazole

activo Kresoxim metil

Forma de Sistémico

accion Contacto
Curativo
Familia Triazoles

quimica Estrobilurina

Modo de | Inhibidor de la respiracion
accion Mitocondrial

Inhibidor de la biosintesis del ergosterol

Sitio de Inhibicion de la demetilacion (DMI)
accion Inhibidor de la transferencia de

electrones en el complejo 111
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Enla Tabla 3 se muestra la clasificacion de los diferentes principios activos usados segin

la. FRAC para el fungicida Allegro. (https://www.frac.info/docs/default-

source/publications/frac-code-list/frac-code-list-202 1 --final.pd f?sfvrsn=f7ec499a 2)

Tabla 3. Clasificacion para Allegro de los principios activos usados segun la FRAC code list 2021

Modo de Sitio de accion y Nombre del Grupo Principios Coédigo | Riesgo de
accion codigo grupo Quimico activos resistencia
(FRAC)
G: Gl: DMI (Inhibidores Triazoles Epoxiconazol 3 Medio
Biosintesis de (Cl4-demetilasa) de la metilacion)
esteroles en
membrana
C: C3: Qol (Inhibidor oximino- kresoxim-metil 11 Alto
Respiracion Cpmplejo I1I: externo de Quinona) acetatos
Citocromo bcl
(Ubiquinona
oxidasa)

Los granos/semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos,
se dejaron orear y se colocaron en cajas de Petri con papel de filtro estéril y se dejaron en
camara de incubacion con ciclos de 12hs luz y 12 oscuridad a 21 + 1°C. Se sembraron a
los 5 dias, luego de la emergencia de la plimula y la radicula, en macetas (5 por

tratamiento) con tierra.

Figura 1: Germinacion de semillas (A); plantulas de arroz en crecimiento (B)

6.2.2 Preparacion del inoculo

Las cepas de T. harzianum, C. globosum y Bipolaris oryzae se cultivaron en medio de
cultivo agar papa glucosado (APG) al 2% y se incubaron 10 dias a 26 + 2 °C. La
preparacion del inoculo se realizoé inundando las cajas de Petri con las colonias de los tres
microorganismos con agua destilada estéril. Luego con una varilla de vidrio estéril se

realizé un raspado, con el fin de remover el micelio y las esporas y obtener la suspension.



https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2
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Figura 2: Preparacion de inoculo de C. globosum para ensayo in vivo

Finalmente, estas suspensiones se filtraron a través de dos capas de gasa estéril y se
ajustaron los volumenes con agua destilada estéril. Se estandariz6 la concentracion de
conidios con la ayuda dela camara de Neubauer (hematocitdmetro) y se les anadié 2 gotas
de Tween al 1% a cadauna delas suspensiones. Al tratamiento control con agua destilada
estéril se le agregaron 2 gotas de Tween al 1%. Las concentraciones que se usaron se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones de las suspensiones de conidios para el patogeno (B. oryzae) y los hongos antagonistas (7.
harzianum y C. globosum)

Suspension de conidios Concentracion

Trichoderma harzianum 2x 108

Chaetomium globosum 1,3 x 10°
Bipolaris oryzae 2x10°

6.2.3 Inoculacion
Para la inoculacion se utilizaron por tratamiento 25ml de suspension de esporas para los
tratamientos biologicos y 25 ml de preparado para los tratamientos control, extracto de

ajo y fungicida. Se pulverizaron 5ml por maceta.

Los ensayos se realizaron durante los meses de octubre y noviembre con temperaturas
entre los 20°C y 26 C°. Las inoculaciones se realizaron en plantulas de estadio V2/V3

(Counce et al. 2000), y se realizd el ensayo en modo diferido, es decir se inocularon
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primero los tratamientos (biologicos, extracto de ajo, fungiciday el control) y a los 3 dias
el patdgeno. Luego de la inoculacion todas las macetas fueron cubiertas con bolsas de
polietileno durante 48 hs a modo de cdmara humeda. Se evalu6 la incidencia y la
severidad de los sintomas observados en 10 plantulas por maceta elegidas al azar, en

segunda y tercera hoja.

La incidencia de la enfermedad se calculd mediante la siguiente formula (Faruq et al.

2015):

] ] Numero de plantulas enfermas
Incidencia de la enfermedad = — - x100
Numero de plantulas evaluadas

La severidad de la enfermedad se midi6 en una escala de 0 a 9 (Faruq et al. 2015):

La escala de clasificacion se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Escala de severidad recomendada por el IRRI (sistema de evaluacion estandar para arroz)

0 Sin lesiones

—

Menos del 1% de area foliar afectada

1-3% de area foliar afectada

4-5% de area foliar afectada

6-10% de area foliar afectada
11-15% de area foliar afectada

16-25% de area foliar afectada

26- 50% de area foliar afectada
51-75% de area foliar afectada
76-100% de area foliar afectada

O| 0| | N | ] W] N

Para el andlisis estadistico se realizO un ANOVA una via para los porcentajes de
incidencia y las medias se compararon con el test de Duncan, con una probabilidad de
5% (p<0,05). Para la severidad al utilizar la escala de clasificacion, los datos resultan no
paramétricos, por lo cual se decidi6 utilizar el analisis de varianza de Kruskal- Wallis. En
todos los casos se utilizd la version libre de InfoStat estudiantil, ano 2017 (InfoStat-

Statistical Software).
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6.3 Resultados

6.3.1 Incidencia y severidad de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad para los tratamientos se muestra en la Figura 3. El
tratamiento testigo, el tratamiento con C. globosum (cepa C4)y T. harzianum (cepa T2)
no presentaron diferencias significativas entre si, con valores de porcentaje de incidencia

de 80%, 76% y 68% respectivamente.

El tratamiento con 7. harzianum (cepa T2) presentd un valor de 68% que no se diferencio
estadisticamente del tratamiento con extracto de ajo natural al 13% que obtuvo un valor
de 58%. El extracto de ajo al 13% no present6 diferencias significativas con respecto al

tratamiento con el fungicida que obtuvo un valor para el porcentaje de incidencia del 50%.

a
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I c
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Figura 3. Porcentaje de incidencia de la enfermedad para los tratamientos biologicos (7. harzianum (Cepa T2)y C.
globosum (Cepa C4)), con extracto de ajo natural, con fungicida y el testigo. Letras diferentes representan diferencias
significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

En la Figura 4 se muestran las plantulas en crecimiento inoculadas con los tratamientos
biologicos (T. harzianum y C. globosum), el extracto de ajo, el fungicida y el testigo. En

la Figura 5 se observan los sintomas de la mancha castafia producidapor Bipolaris oryzae.
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Figura 4: Plantulas inoculadas con los tratamientos. Testigo (A), C. globosum (Cepa C4) (B); T. harzianum (Cepa T2)
(C); extracto de ajo al 13% (D); fungicida (E).

Figura 5. Hojas con sintomas de la mancha castafia producida por B. oryzae.
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Los datos de las medianas para la severidad de la mancha castafia en grado (escala de 0-
9) vari6 de 0,5 a 4 para las medianas del fungicida y del testigo, respectivamente. Los
cuales presentaron diferencias significativas segin el andlisis de varianza de Kruskal

Wallis.

Los tratamientos con el fungicida, el extractode ajo al 13% y T. harzianum no presentaron
diferencias significativas entre si, con valores en las medianas de 0,5, 1,5 y 2,
respectivamente; el tratamiento con C. globosum no presentd diferencias significativas
con el testigo presentando valores en las medianas de 2 y 4 respectivamente. Los
tratamientos biologicos y el extracto de ajo al 13% no se diferenciaron estadisticamente,

con valores de 1,5, 2 y 2, respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Valores para la severidad en los tratamientos con 7. harzianum, C. globosum, extracto de ajo natural,
fungicida y el testigo

Tratamientos Medianas Severidad
Fungicida Allegro 0,5a Sin lesiones
Extracto de ajo 13% 1,5ab Menos del 1% del area foliar afectada
T. harzianum 2ab 1-3% de area foliar afectada
C. globosum 2bc 1-3% de area foliar afectada
Testigo 4¢c 6-10% de area foliar afectada

Letras diferentes representan diferencias significativas segun el andlisis de varianza de Kruskal Wallis.

6.4 Discusion
En el presente estudio se reportd una reduccion en la incidencia y severidad en hojas de
las plantulas de arroz tratadas con Trichoderma harzianum, extracto de ajo al 13% y el

fungicida.

Como patdgeno foliar, B. oryzae afecta la actividad fotosintetica de las plantas. Abdel-
Fattah et al. (2007) mostraron que las plantas tratadas con 7. harzianum a una
concentracion de 108 evidenciaron un aumento en los pigmentos fotosinteticos (clorofila
ay by carotenoides) y redujo significativamente la gravedad de la enfermedad de la
mancha castafia bajo condiciones de invernadero; también se encontré que puede inducir
resistencia sistémica y localizada, asi como atacar o inhibir directamente el crecimiento
de patdgenos vegetales (Harman, 2006). Ademds este ultimo autor menciona que
Trichoderma spp. aumenta el crecimiento de raices, incrementando la productividad de

las plantas. En muchos casos estas respuestas son el resultado de efectos directos en las
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plantas, disminuciéon en la actividad de la microflora nociva de la raiz y compuestos

toxicos inactivados en la zona de la raiz.

Harish et al. (2008), han reportado que Trichoderma spp. ha demostrado ser eficaz para
el control de la enfermedad de la mancha castana y el aumento del crecimiento de las
plantas. En Moya et al. (2020) se probaron las cepas de Trichoderma spp. que fueron
empleadas en este estudio, las mismas lograron disminuir significativamente la incidencia
delhongo Pyrenophora teres agente causal de la mancha en red de la cebada en un rango
entre el 39% y el 55%. En nuestro caso, el porcentaje deincidencia para la mancha castafia
fue de un 68% para el tratamiento con 7. harzianum (cepa T2) que fue utilizada en ambos
estudios. En Abdel-Fattah et al. (2007) las plantulas de arroz tratadas con Trichoderma
harzianum mostraron un porcentaje de incidencia de la mancha marr6én entre un 46,9% y
un 53,5%. Priyadarshani et al. (2018) observaron incidencias mucho mas bajas de la
enfermedad, con valores del 5% y 15% con plantulas de arroz tratadas con Trichoderma

spp. y Chaetomium spp.

Pérez-Torres et al. (2018) evaluaron la eficiencia de 7. harzianum (concentracion de
conidios/ml 10%,10'%y 10'") y sus filtrados frente a los agentes causales de enfermedades
como: la mancha castafia (Bipolaris oryzae), la pudricion de la vaina (Sarocladium
oryzae)y el tizon del arroz (Pyricularia grisea), se evidenciaron porcentajes de eficiencia
superiores al 60%, valores que incrementaron a medidaque los filtrados estuvieron menos
diluidos y las concentraciones se hicieron mayores; ademas produjeron una disminucién
del 4rea bajo la curva delprogreso deestas enfermedades. En Castro et al. (2014) se probd
un bioproductoa base a Trichoderma spp. en plantas debanano, el cual produjo un efecto
bioestimulante, la altura de la planta tuvo la media mas alta en todas las evaluaciones, asi
como el area foliar, estos valores fueron significativamente superiores al control y no se
presentaron diferencias significativas con el control quimico. Este autor menciona que la
aplicacion foliar del bioproducto por el lado abaxial de la hoja, varias veces en el ciclo de
crecimiento, podria permitir la colonizacion epifita de nuevas hojas con una cepa nativa

y competitiva.

Los hongos endofitos como Chaetomium globosum mejoran el crecimiento de las plantas
y reducen la incidencia de enfermedades. En Priyadarshani ez al. (2018) se probo el efecto

de endofitos de hongos aislados con mayor frecuencia en planta de arroz. Las plantas
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inoculadas con dichos end6fitos mostraron un aumento significativo en la altura de la
planta, el peso fresco y el peso seco en comparacion con las plantas no inoculadas después
de 4 semanas, tiempo que podria deberse a la tasa de colonizacion de los hongos
endofitos. Shanthiyaa et al. (2013) demostraron el uso potencial de C. globosum como
agente de control bioldgico en el manejo de la enfermedad del tizon tardio en plantas de
papa, informaron que el aislamiento Cg-6 de Chaetomium globosum, se aplicO como
tratamiento de tubérculo, aplicacion al suelo y aspersion foliar, individualmente y en
combinacion contra la infeccion por Phytophthora, la aplicacion combinada resulté en
una reduccion significativa de incidencia de la enfermedad del tizon tardio (72%) en
comparacion con el control (100%) en condiciones de campo. Tarafdar y Gharu (2006)
sugirieron que C. globosum produce fosfatasas y fitasas, que movilizan fosforo (P) y

mejoran el crecimiento de las plantas.

El uso de preparados deajo o alicina contra patégenos de plantas ya ha sido documentado
por algunos autores, Curtis et al. (2004) probo el efecto del extracto deajo en el desarrollo
de la enfermedad del tizon del arroz, las hojas fueron rociadas con una dilucién de 1 en
20 de extracto de ajo crudo 24 horas antes de la inoculacion con esporas de Magnaporthe
grisea, se observd una reduccion de cinco veces en la gravedad de los sintomas de la
enfermedad, la pulverizaciéon a 1 h o 15 h después de la inoculacién condujo a una
reduccion de la enfermedad en los controles (rociados con solucion portadora) debido a
la facilidad con la que las esporas pueden eliminarse de las hojas de arroz. De igual
manera, se observo el efecto en el desarrollo del mildia velloso de Arabidopsis thaliana
causado por Hyaloperonospora parasitica la pulverizacion con extracto de ajo a las 48 h
0 24 h antes de la inoculacion, o 24 h después de la inoculacion, condujo a una reduccion
de la enfermedad; el mayor efecto (reduccion de 4 a 5 veces en la produccion de
conidioforos y oosporas) se evidencid cuando las hojas se trataron con extracto de ajo 24

h antes de la inoculacion.

En Slusarenko et al. (2008) se reporto el control del tizon foliar del tomate por aspersion
del jugo de ajo sobre las hojas de las plantas, 2 h antes de la inoculacion por P. infestans.
Este autor también expone menciona el enfoque para la formulacion de extractos de
plantas a través de la encapsulacion que ha sido utilizada para estabilizar y establecer
bioplaguicidas en el suelo, por ello realizaron experimentos usando alginato y otras

formulaciones para encapsular el jugo deajo y aplicar estas formulaciones en varias dosis
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al suelo alrededor de las plantulas de tomate inoculadas con Phytophthota infestans, con
resultados prometedores en comparacion con la fumigacion directa en plantas, algunas
formulaciones mejoraron la actividad, mientras que otras fueron menos efectivas. Este
autor menciona ademas que existen varios preparados a base de compuestos de ajo
disponibles comercialmente, aunque estos ultimos estan destinados principalmente a

controlar plagas en lugar de patogenos.
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CONCLUSIONES GENERALES

v Las especies encontradas en este estudio: Alternaria spp., Nigrospora spp.,
Epicoccum spp., Fusarium spp., Curvularia spp., Cladosporium spp., Bipolaris
spp. y Exserohilum spp., estan asociadas al manchado de grano/semillas de arroz.

v' Las semillas constituyen la principal fuente de indculo primario de esta
enfermedad, permitiendo la introduccién y diseminacion de los patdgenos.

v La composicion de la micoflora asociada al manchado del grano varia respecto al
genotipo de los cultivares y a las condiciones ambientales de las regiones
cultivadas.

v" Las condiciones meteoroldgicas pueden generar un ambiente predisponente para
la aparicion y desarrollo de algunas especies fungicas presentes en el manchado
de grano, por tal motivo entender y conocer las interacciones hospedante-
patoégeno-ambiente es de particular importancia para el estudio de la ecologia de

cada género/especie.

v' Si bien la mayor inhibiciobn de crecimiento miceliar correspondié a las
cepas/aislamientos T2 y T3 de Trichoderma harzianum y C1 'y C4de Chaetomium
spp. todas las cepas evaluadas podrian producir un efecto control sobre los
patdogenos evaluados: Curvularia [lunata, Bipolaris oryzae, y Fusarium
graminearum.

v' Las cepas de Trichoderma spp. y Chaetomium spp. frente a los patdgenos
propuestos C. lunata, B. oryzae y F. graminearum inhibieron su crecimiento
miceliar y ejercieron mecanismos de accion a nivel microscopico que
evidenciaron su efecto antagonista.

v El conocimiento de los mecanismos de accion existentes en los aislamientos de
Trichoderma spp. frente a los patdgenos se puede convertir en una herramienta
eficaz para seleccionar aquellos aislamientos con mayor potencial de control.

v" Los tratamientos bioldgicos demostraron un efecto positivo sobre la germinacion
delas semillas dearroz, mientras que el extracto deajo a la concentracion del 13%
favorecio el vigor y la longitud de las plantulas.

v" Los resultados permiten confirmar el efecto biocontrolador del extracto de ajo
sobre hongos patogenos del manchado de grano de arroz. La posibilidad de un

control alternativo que podria representar un avance para disminuir la propagacion
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de enfermedades a través de las semillas, y por ende una mejora en la calidad del
grano/semilla.

v’ Trichoderma harzianum evidencidé un buen comportamiento frente a los
patdgenos del manchado de arroz, favoreciod la germinacion de las semillas y el

desarrollo de las plantulas de arroz infectadas con B. oryzae.



