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RESUMEN GENERAL

El tizén foliar es una enfermedad endémica para el cultivo de Amaranthus caudatus subsp.
mantegazzianus en la provincia de Buenos Aires, siendo causado por Alternaria alternata,
patdgeno que afecta el vigor de las plantas y la calidad sanitaria y fisiologica de las
semillas. Con el objetivo de reducir los dafios ocasionados por el patogeno, se realizaron
ensayos in vitro € in vivo para determinar los tratamientos mas efectivos. Los resultados
obtenidos en las dos campaias diferenciaron a los tratamientos en los cuales se integrd la
fertilizacion del suelo previo a la siembra y la aplicacion en las semillas por inmersion de
carboxin+tthiram (500 ppm) y el tratamiento con Trichoderma atroviride (1x10%ml) en
forma respectiva. Los tratamientos mencionados redujeron en promedio en ambas
campafias la incidencia del tizon foliar e incrementaron el rendimiento en semillas por m?;
rendimiento de materia seca; peso de 1000 semillas; poder germinativo de las semillas y
redujeron la contaminacidon de las semillas por Alternaria spp. Complementariamente se
dieron a conocer dos nuevas patologias: Manchado de semillas y Fitoplasmosis las cuales
por su gravedad podrian limitar la produccion del cultivo en el futuro. Para el estudio del
Manchado de las semillas se efectuaron andlisis para identificar al agente etioldgico,
estudiar la histopatologia de las semillas, cuantificar las micotoxinas y evaluar el
comportamiento sanitario de genotipos de amaranto de distinto ciclo. Los resultados
indicaron que Alternaria alternata es el principal microorganismo asociado a las semillas
manchadas con una incidencia del 41 %. A su vez, las pruebas de patogenicidad realizadas
con este microorganismo demostraron su capacidad para producir el manchado de las
semillas, reducir la germinacion e inducir el desarrollo anormal de las plantulas. El analisis
histopatologico y micoldgico de las semillas manchadas permiti6: a) Localizar los
propagulos de 4. alternata en todos los componentes seminales; b) Observar hipertrofias
en perisperma y embridn; c¢) Detectar mayor concentracion de micotoxinas en semillas
manchadas y d) Diferenciar a genotipos de amaranto de distinto ciclo destacandose el
genotipo de ciclo corto por producir semillas que tuvieron mayor poder germinativo,
menor incidencia del manchado y escasa a nula contaminacion por micotoxinas. Para el
estudio de la segunda patologia (Fitoplasmosis) la cual produce alteraciones en el
crecimiento de las plantas, se evalu6 la distribucion y la incidencia de plantas sintomaticas
en el cultivo. Se realizaron andlisis moleculares para identificar al agente causal, y ensayos
en camara de cultivo para evaluar su transmision por semillas. De los resultados obtenidos

se concluy6 que las plantas sintomaticas se distribuyen en forma uniforme en el cultivo con
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una maxima incidencia del 92 %. A su vez, los anélisis moleculares realizados en plantas
sintomaticas permitieron identificar al fitoplasma Candidatus phytoplasma hispanicum
(subgrupo 16Sr XIII-A), el cual constituye la primera referencia en Amaranthus caudatus
subsp. mantegazzianus ( Pass) Hanelt en Argentina y, la tercera referencia en América;

siendo transmitido por semillas.

Palabras claves: tizon foliar, estrategias de manejo, fungicidas curasemillas,

biocontroladores, manchado de semillas, fitoplasmosis
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ABSTRACT
Leaf blight is an endemic disease of Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus crop in
the Buenos Aires Province caused by Alternaria alternata. This pathogen affects plant
vigor and the sanitary and physiological quality of seeds. In order to reduce the damage
caused by the pathogen, in vitro and in vivo tests were carried out to determine the most
effective treatments. Results of two campaignshighlighted treatments in which soil
fertilization was integrated prior to sowing and the application to the seeds by immersion
of carboxin+thiram (500 ppm) and Trichoderma atroviride (1x10%ml) respectively. The
aforementioned treatments reduced leaf blight incidence in both campaigns and reduced
seeds contamination by Alternaria spp. and increased seed yield per m2; dry matter yield,
1000 seed weight and germination. In addition, two new diseases were revealed: Seed
discoloration and phytoplasmosis, which due to their severity could limit crop production
in the future. For the study of seed discoloration, analyzes were carried out to identify the
etiological agent, study the histopathology of the seeds, quantify the mycotoxins and
evaluate the sanitary behavior of amaranth genotypes of different cycles. 4. alternata was
the main microorganism associated with discolored seeds with an incidence of 41 %.
Pathogenicity tests carried out with this microorganism demonstrated its ability to produce
seed discoloration, reduce germination and induce abnormal seedling development.
Component plating, histopathological and mycological analyses on discoloured seeds
allowed a) location of propagules of A. alternata in all seminal components; b) observation
of hypertrophies in perisperm and embryo and c) determination of several fungal
secondary metabolites, mainly high concentrations of tenuazonic acid and d) differentiate
between amaranth genotypes of different cycles, highlighting the short-cycle genotype for
producing seeds that register greater germination, lower incidence of discoloration and
little to no mycotoxin contamination. For the study of the second pathology which
produces alterations in plant growth, the distribution and incidence of symptomatic plants
in the lot was evaluated. Molecular analyzes were carried out to identify the causal agent,
and tests in a culture chamber to evaluate its transmission by seeds. The symptomatic
plants are distributed uniformly in the crop with a maximum incidence of 92 %. In turn, the
molecular analyzes carried out on symptomatic plants allowed us to identify the
phytoplasma Candidatus phytoplasma hispanicum (subgroup 16Sr XIII-A), which
constitutes the first reference in Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus (Pass)

Hanelt in Argentina and the third reference in America; being transmitted by seeds.
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Keywords: leaf blight, management strategies, seeds, fungicides, biocontrol; seed
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1. Cultivo de amaranto
1.1.1. Historia

El amaranto es un cultivo ancestral que formo parte de la dieta de las civilizaciones
precolombinas que habitaban el continente americano (National Academy of Sciences,
1985), recibiendo diferentes denominaciones segin las regiones donde se cultivaba. En
Peru: Kiwicha en Cusco; Achita en Ayacucho, Coyo en Cajamarca y Achis en Huaraz;
en Bolivia: Coimi, Millmi e Inca pachaqui o grano inca, en Ecuador: Sangorache, Ataco,
Quinua de Castilla, en México: Alegria y Huanthi, en la India: Rejgira, Ramdana, Eeerai.

Los amarantos de grano se han cultivado durante mas de 8.000 afios desde antes de
la civilizacion precolombina de América Central y del Sur (He y Park, 2013). Sin embargo,
debido a que las civilizaciones indigenas lo utilizaban en las ceremonias paganas fue
prohibido por los conquistadores espafioles llegando a quemar los cultivos.

Luego de la conquista espafiola, el amaranto pas6 a ser un cultivo casi olvidado,
hasta 1979 donde fue revalorizado por la Academia Nacional de Ciencias de USA, por su
alta calidad nutricional, pudiendo el amaranto convertirse en un grano con gran potencial
para su explotacion comercial (NRC,1984).

En los tultimos afos se ha incrementado el interés por investigar y producir
amaranto en América, Asia, Africa, y varios paises del este de Europa debido a su

potencial como alimento de alta calidad nutritiva (Kauffman, 1992; Mujica, et al., 1999).

1.1.2. Origen

El amaranto es una dicotiledonea de la familia Amaranthaceae, perteneciente al
género Amaranthus, habiéndose identificado unas 70 especies tanto silvestres como
cultivadas (Brenner et al., 2000; Costea et al., 2001). Segin Sauer (1967) 60 especies son
nativas de América, mientras que el resto son originarias de Asia, Africa, Australia y
Europa. En cambio, para Robertson (1981) 40 especies son nativas de América y el resto

provienentes de Europa, Asia, Africa y Australia.
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Figura 1.1. Distribucion del género Amaranthus en
América. (Fuente: Sauer, 1950).

1.2. Taxonomia
Amaranthus proviene del griego amaranthos, que significa "flor que no se

marchita”, siendo descripto y clasificado por Carlos Linneo, en 1753 (Lineau, 1753).

1.2.1. Clasificacion

El amaranto se lo clasifica cientificamente como:
Reino: Vegetal Plantae.
Subreino: Tracheobionta.
Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Caryophillidae.
Orden: Caryophyllales.
Familia: Amaranthaceae.
Subfamilia: Amaranthoideae.
Tribu: Amarantheae.

La organizacion mas reciente del género fue propuesta por Mosyakin et al. 1996
incluyendo tres subgéneros: Acnida, que agrupa a las especies dioicas, Amaranthus y
Albersia, ambos con especies monoicas, diferenciadndose por el tipo de inflorescencia y la
dehiscencia del fruto. Las principales especies de amaranto cultivadas por sus granos y

mas utilizadas para la nutricion humana son 4. caudatus en Pera y otros paises andinos, A.
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cruentus en Guatemala y A. hypochondriacus en México (Bressani, 2003). Las mayoria de
las especies de amaranto son utilizadas como graniferas, horticolas, forrajeras, tintdreas,
medicinales u ornamentales y otras como malezas como el Amaranthus quitensis L. (yuyo
colorado) que se lo encuentra en numerosos cultivos.

Entre las especies cultivadas en América (Aguilera Cauich et al., 2021) podemos
mencionar: A. hypochondriacus (Fig. 1.2a), A. cruentus (Fig. 1.2b), A. caudatus (Fig.
1.2¢) y A. mantegazzianus (Fig. 1.2d).

Figura 1.2. Especies de amaranto cultivadas: a) 4. hypochondriacus;
b) A. cruentus; c) A. caudatus; d) A. mantegazzianus.

1.3. Descripcion botanica

Desde el punto de vista botanico el amaranto incluye a plantas anuales, herbaceas o
arbustivas de diversos colores que pueden superar los 3 m de altura segun la especie.

La raiz es pivotante, ramificada con multiples raicillas delgadas. El tallo de seccion
cilindrica presenta estrias longitudinales y ramificaciones.

Las hojas son pecioladas de borde entero, sin estipulas de forma oval, eliptica,
opuestas o alternas con nervaduras prominentes en el envés, lisas o poco pubescentes de
color verde o purpura de tamafio variable entre 6,5-15 cm (Sumar Kalinowski, 1993;
Tapia, 1997).

La inflorescencia es una panoja amarantiformes o glomeruladas de diversos
colores; amarillo, anaranjado, café, rojo, rosado hasta purpura. El tamafio de las mismas
oscila entre 50 a 90 cm con flores masculinas y femeninas. La panoja esta formada por
glomérulos de flores unisexuales femeninas y masculinas dispuestas en la base y apice del
glomérulo en forma respectiva (Tapia, 1997).

Las plantas son principalmente autégamas segun el tipo de polinizacion, variando el
porcentaje de polinizacidon cruzada segun los cultivares.

El fruto es una cépsula pequena (pixidio unilocular) que se abre transversalmente a

la madurez (Sumar Kalinowski, 1993) conteniendo una sola semilla (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Pixidio unilocular
de amaranto (Brenner,1990).

Las semillas (Fig. 1.4a) son de forma lenticular ligeramente aplanadas de diversos
colores: blanquecinos, amarillentos, dorados, rojos, rosados, purpuras o negros de 1 a
1,5 mm de didmetro (Mujica y Berti, 1997). Estan semillas estdin conformadas por una
la cubierta seminal llamada episperma constituida por una capa de células muy
delgadas, la segunda denominada endosperma, el embriébn que es rico en proteinas y
por ultimo una capa interna llamada perisperma que contiene almidon (Irving et al., 1981,
Reguera y Haros, 2017). El embrién de forma curvada estd ubicado en la periferia de la

semilla (Fig. 1.4b).

Figura 1.4. Semilla de amaranto (a) y
embrion (b).

1.4. Importancia del cultivo

Desde el punto de vista nutricional, el amaranto es un pseudocereal considerado
como un cultivo alternativo proveyendo nutrientes de mayor calidad y cantidad que
muchos de los cultivos tradicionales (Sumar Kalinowski, 1987), pudiendo combatir la
desnutricidon que afecta a las personas de menores recursos.

Se destaca de los otros cultivos por las caracteristicas nutricionales de sus granos
teniendo un alto contenido de proteinas variando entre 13 y 18 % (Tabla 1.1), siendo ricas
en aminoacidos muchos de los cuales son deficitarios en otras especies (Bejosano y Corke,
1998), como por ejemplo lisina (5 %) (Afolabi et al., 1981; Becker et al., 1981; Carlsson,
1980; Schmidt, 1977; Uzo y Okorie, 1983).
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Tabla 1.1. Contenido de proteina en la semilla

de amaranto (pseudocereal) y de cebada, maiz,

arroz, trigo y centeno. (Fuente: USDA, 1963).
Cultivo Proteina (%)

Amaranto 13,6 - 18,0

Cebada 9,5-17,0
Maiz 9,4-142
Arroz 7,5
Trigo 14,0-17,0

Centeno 9.4-14,0

El almidén representa entre el 50 y 60 % del peso de la semilla, de facil digestion
debido al tamafio reducido de los granulos (1-3pum) en relacién a los granulos del maiz y la
papa de mayor tamaiio.

Contiene ademas fibra, lipidos ricos en acidos grasos insaturados, minerales
(hierro, calcio y magnesio); vitaminas A, C y un alto contenido de vitamina E (Lehmann et
al.,1994), fitoesteroles, escualeno, fagopiritol, saponinas y polifenoles. El aceite es
relativamente rico en tocofenoles y tocotrienos (Breene, 1991).

Seglin la FAO y la OMS, sobre un valor proteico ideal de 100, el amaranto posee
75, mientras la soja contiene 68, el trigo 60 y el maiz 44. Los granos como su follaje
tienen un elevado valor nutritivo, siendo la digestibilidad de los grano muy alta,
alcanzando valores de entre 80 y 92 % (Hernandez y Herrerias, 1998).

Por su elevado nivel nutritivo, desde 1979 la Academia de Ciencias de los Estados
Unidos de Norte América (NAS) y la Organizacion para la Alimentacion y Agricultura de
las Naciones Unidas (FAO) consideran al amaranto como uno de los cultivos en el mundo
con un elevado potencial para su explotacion econdmica y nutricional a gran escala
calificandolo como el principal alimento de origen vegetal para el consumo humano.

El amaranto tiene efectos antioxidantes y también puede contribuir al tratamiento
de enfermedades degenerativas cronicas, como osteoporosis, hipertension, estrefiimiento,
insuficiencia renal, hepatica y celiaca para aquellos que son alérgicos al gluten o a la
glucosa, recomendandose su consumo a las personas con diabetes (Porr, 2012).

Por otro lado, las harinas de amaranto, son libre de gluten, por ese motivo pueden
ser consumidas por enfermos celiacos (Green y Cellier, 2007).

Las hojas de amaranto son una buena fuente de proteinas y minerales como el

manganeso, hierro, cobre, calcio, magnesio, potasio y fosforo, fibra dietética, acido folico,
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fitoesteroles (Tabla 1.2). El consumo de hojas de amaranto es una opciéon recomendada en
pacientes afectados por diabetes, celiaquia, hipercolesterolemia, anemia, sobrepeso,

hipertension, osteoporosis, cancer y ceguera entre otros.

Tabla 1.2. Valor nutritivo del amaranto como grano y
verdura: Rango de valores promedios para varias
especies de amaranto expresados en mg por cada 100 g
de peso seco. (Fuente: Nieto Cabrera, 1990).

Caracteristica Grano Verdura
Proteina (%) 12,0-19,0 14,0-33,3
Grasa (%) 6,1-8,1 1,0-4,7
Fibra (%) 3,5-5,0 5,3-17,0
Carbohidratos (%) 71,8 19,4-43,0
Cenizas (%) 3,0-3,3 2,1-3,0
Calcio (%) 130,0-154,0 1042,0-2776,0
Fosforo (%) 530,0 740,0-760,0
Potasio (%) 800,0

Hierro (%) 6,3-12,8 7,0-52,0
Caroteno (%) 24,0-33,0
Lisina (%) 0,8-1,0

Vitamina C (%) 1,5 64,0-693,0

A diferencia de los cereales tradicionales el amaranto se diferencia por su contenido
en lisina, aminoacido esencial para la formacion de la masa encefilica y por ende
favoreceria el desarrollo intelectual. El déficit de este aminoacido en particular se puede
observar ennifios y adolescentes los cuales manifiestan falta del desarrollo intelectual o
problemas de aprendizaje como consecuencia de la desnutricion que padecen y que esta
asociada con alimentos deficientes en lisina. Ademas este aminoacido es significativo para
la produccion de hormonas, anticuerpos y enzimas.

Su aporte de fosforo es esencial en el funcionamiento renal y en la formacion de los
huesos. Su contenido de magnesio es importante en el metabolismo del aztcar en sangre y

como relajante del musculo liso (Rastogi y Shukla, 2013).



Los tocoferoles (vitamina E) y tocotrienoles han demostrado tener actividad
antitumoral, y antioxidante (Mapes Sanchez y Espitia, 2010), estando clasificado como uno
de los cinco principales vegetales con su capacidad antioxidante.

Las semillas contienen una importante cantidad de componentes bioactivos, como
acido L-ascorbico, betacaroteno, polifenol, antocianinas y luteina (Walter, 2001) con
propiedades antipiréticas, astringentes, diuréticas, antihemorrdgicas y como agente
hepatoprotector (Kirtikar y Basu, 1987) y, para el tratamiento de la disenteria (Madha et
al., 2008).

1.5. Caracteristicas agronomicas

Desde el punto de vista agrondmico el amaranto es un cultivo anual, sembrandose
a partir del periodo libre de heladas. El ciclo del cultivo oscila entre 4 a 6 meses, con los
siguientes estados fenologicos: emergencia, fase vegetativa, fase reproductiva,
panojamiento, antesis, llenado de los granos, madurez fisioldgica y madurez de cosecha
(Mujica y Quillahuamén, 1989; Henderson et al., 1993).

Desde el punto de vista fisioldgico son plantas que presentan la via fotosintética de
tipo C4, razén por la cual son mas resistentes que las plantas C3 a condiciones de mucha
luminosidad, altas temperaturas y déficit hidrico, requiriendo menor consumo de agua que
los cultivos tradicionales. Presenta una alta capacidad de biosintesis y baja velocidad de
foto-respiracion, estas caracteristicas explicarian su rapido crecimiento y alto rendimiento
en biomasa. Ademas las plantas de amaranto tienen alta plasticidad ecoldgica adaptdndose
a diversas regiones agroecoldgicas, pudiendo desarrollarse a mas de 3500 m de altura y en
diversos tipos de suelos (NARC, 1984; Liu y Stiitzel, 2002; Omami y Hammes, 2006),
destacandose por su gran plasticidad, resistencia a sequia y salinidad en relacion a los
cultivos tradicionales (Brenner et al., 2000). Esto, hace que el amaranto pueda prosperar en
zonas aridas y semidridas donde pocos cultivos se desarrollarian (Brenner et al., 2000;

Johnson y Henderson, 2002; Omami y Hammes, 2006).

1.6. Usos del amaranto

El amaranto puede ser utilizado en la alimentaciéon humana y animal como en la
industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y en la ornamentacion, variando su uso
segun los paises.

En China es utilizado como forraje y como grano consumiéndolo como harina para

pastas o dulces y como colorante para la salsa de soja (Yue y Sun, 1993).
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En Africa, se consume principalmente como verdura mientras que en regiones de
Asia y en paises como Rusia, el amaranto silvestre es utilizado como forraje (Komen,
1992).

En USA, la produccion comercial del grano de amaranto se destina principalmente
a la elaboracion de productos para desayuno, panes y pastas (NRC, 1989).

En Europa se consume como cereal mezclandolo con trigo, linaza y avena entre
otrosy reventado, inflado, como hojuela o cubierto de miel (Jacobsen y Shewood, 2002).

En la India se consume el grano y las hojas en numerosos platos de la cocina
tradicional hindu (Singhal, 1984).

Las harinas son utilizadas para enriquecer otras a base de trigoy maiz.

Las hojas tiernas e incluso las plantulas se consumen en forma de hortalizas,
herviendolas como si fuesen espinaca o acelga y licuandolas se obtiene puré.

La industria alimentaria utiliza los granos enteros o las harinas en la elaboracion de
postres, papillas, tortas, budines, bebidas, dulces, barras de cereal, sopas, panes, cereales
para desayuno, galletitas, etc. (NRC, 1984; Singhal y Kulkarni, 1988; Mujica et al., 1997).
También se utiliza para la produccion de concentrados proteicos foliares debido a su alto
rendimiento de biomasa verde, de proteina (Masoni y Ercali, 1994) y en la produccion de
brotes nutritivos.

La industria cosmética emplea al escualeno en la elabaloracion de productos para la
piel (Lehmann, 1990) y el almidon para la elaboracion de talcos (Saunders y Becker, 1984)
y los tallos para la fabricacion de cartones debido a su elevado contenido de celulosa.

Como forraje, el amaranto hasta el estado de panojamiento, puede ser consumido
por los animales ya sea solo o combinandolo con otras especies forrajeras, principalmente
desde el estado vegetativo hasta la formacion de la inflorescencia. Los granos pueden

utilizarse en la elaboracion de alimentos balanceados para aves (Peiretti, 2018).

1.7. Produccion de amaranto

Actualmente el cultivo del amaranto se ha difundido a nivel mundial, cultivandose
en los cinco continentes ya sea para grano, forraje y en mas de 50 paises como verdura
(National Research Council, 2006).

Los principales paises donde se cultiva el amaranto son China, India, Kenya,
México, Nepal, Pera, EE.UU., Rusia, Sudamérica e Islas del Pacifico Sur (Bale y
Kauffman, 1992).

China es el mayor productor a nivel mundial de amaranto destinado a la produccion
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de granos y de forrajes, con mas de 150.000 ha cultivadas, (Yue y Sun, 1993), teniendo

uno de los bancos de germoplasma mas importantes del mundo (Becerra, 2000).

1.7.1. Produccion de amaranto en Argentina

En Argentina el cultivo de amaranto se realiza a pequefia escala, sembrandose
aproximadamente 500 ha distribuidas en las provincias de La Pampa, Cérdoba, San Luis vy,
en menor proporcion en Buenos Aires y Santiago del Estero (Martinez y Matar, 2017).

La introduccion del cultivo se ha realizado en diversas provincias como Jujuy,
Salta, Catamarca, Tucuman, La Pampa, Cordoba, Santa Fé, Santiago del Estero, San Luis,
Rio Negro y en Buenos Aires en las localidades de Miramar, Laprida, Pergamino,
Ascasubi, Lujan, Llavallol y Los Hornos.

En Buenos Aires Matteucci (1998); Jacquelin et al. (2011); Ciocchini (2013) y Del
Valle y Del Valle (2017) sefialan al amaranto como una alternativa para pequefios y
medianos productores en areas marginales.

Entre las especies cultivadas en Argentina se encuentra A. hypochondriacus y A.
cruentus destinadas a la produccion de granos y A. mantegazzianus para doble proposito
utilizdndose para verdura, forraje y granos.

El cultivo de amaranto constituye una alternativa potencial para un area superior
a los 5.000.000 ha, ubicada en la region semiarida del norte de la Patagonia (Covas, 1994).

Diferentes proyectos se han implementado para ayudar a fortalecer la produccion,
difusion y consumo del amaranto destinado a la poblacion mas vulnerable, entre los cuales
tenemos en orden cronoldgico a los siguientes:

-Proyecto de ley “Fomento, promociéon y desarrollo de cultivos andinos
subexplotados de valor nutricional en el noroeste argentino”.

-Amaranth: Future and Food. Proyecto internacional del cual participaron
investigadoresde la Republica Checa, Espafia, Argentina, México, Dinamarca y Nicaragua
(Fomsgaard et al., 2010).

-Proyecto amaranto orgéanico: Evaluacion del cultivo en distintas localidades de la
Pcia. de Buenos Aires, Pergamino. El cultivo de amaranto (Jacquelin et al.,, 2011).

-Produccion de amaranto en un predio orgéanico en la zona de Lujan, Pcia de
Buenos Aires, Argentina (Introcaso et al., 2015).

-Proyecto Kiwicha en Argentina (Amaranto) “Agricultura Autoctona para el

desarrollo humano y social como Unica alternativa para la lucha contra el hambre en la



region, Salta, Argentina” (AID N° 8961/CIPSI/ARG). Eje tematico: mesa 3: Ciencia
Tecnologiay Sociedad (Paredes y Sato, 2011).

1.8. Manejo del cultivo

El amaranto se desarrolla preferentemente en suelos sueltos, arenosos con elevado
contenido de materia orgdnica, aunque existen variedades que crecen bien en suelos
alcalinos (pH 8,5). El cultivo requiere una buena preparacion del terreno debido al pequenio
tamafo de la semilla que puede realizarse mediante arado de disco o vertedera y rastra de
discos o de dientes rigidos o flexibles.

La siembra es conveniente realizarla a una profundidad de 2,0-2,5 cm,
manualmente por golpe o a chorrillo, mecadnicamente con una sembradora horticola, una
sembradora de grano fino con cajon alfalfero o con sembradores de siembra directa. Para
una mejor distribucion de las semillas se la puede mezclar con arena o inertes (Henderson

et al., 1993).

1.8.1. Densidad de siembra

La densidad de siembra varia en funcion de la calidad de la semilla y del sistema
utilizado. Por lo general se utiliza de 4 a 6 kg de semilla por ha para obtener una densidad
de aproximadamente 100-150 mil plantas/ha (Mujica y Berti, 1997).

La produccion de semillas tiende a incrementarse en siembras densas que favorecen
el desarrollo de plantas de menor altura, didmetro de tallos, nimero de ramificaciones,

numero de panojas secundarias y menor porcentaje de vuelco (Bansal et al., 1995).

1.8.2. Fecha de siembra

Las semillas de amaranto requieren para germinar altas temperaturas, siendo la
optima de 25 °C. El umbral minimo de crecimiento del cultivo es de 8 °C. A temperaturas
inferiores a 4 °C comienza a sufrir dafo fisiologico por el frio. La temperatura maxima
tolerada es de 47 °C (Roque-Siguas, 2019).

En Argentina por lo general, se comienza la siembra a campo, a partir de noviembre
donde se dan las condiciones Optimas de temperatura, aunque el inicio de la siembra puede
variar dependiendo la region donde se lo cultive ya sea el NOA, Buenos Aires, Cérdoba o

San Luis.
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1.8.3. Control de malezas

El cultivo es muy susceptible en sus primeros estadios de desarrollo a Ila
competencia de las malezas. Una vez establecido se efectlian los raleos necesarios para
tener el numero de plantas deseado por unidad de superficie, se eliminan las plantas mas
pequetias y débiles. El control de malezas puede realizarse en forma mecanica mediante

cultivadores o quimica con herbicidas.

1.8.4. Aporque
Se debe realizar el aporque cuando el cultivo tiene una altura entre 30 a 40 cm para

evitar el vuelco de las plantas.

1.8.5. Fertilizacion

La fertilizacion se realizo de acuerdo a las condiciones del suelo, disponibilidad de
humedad, cultivo antecesor y la especie a sembrar, dado que las distintas especies de
amaranto responden de manera diferente a la cantidad de fertilizante aplicado (Elbehri et
al., 1993; Fasina et al., 2008).

En términos generales, los requerimientos serdn mayores en aquellas especies de
doble proposito como es el caso de A. mantegazzianus que tiene la capacidad de producir

grandes volimenes de biomasa y por ende el nitrogeno serd consumido en mayor cantidad.

1.9. Cosecha

La cosecha se realiza cuando las plantas presentan signos de madurez como hojas
secas en la base del tallo y amarillentas hacia el apice de la planta; cierta dehiscencia en la
base de la panoja; granos duros y muy dificiles de romper (Gonzéles y Rojo, 2005).

La cosecha puede ser manual o mecanica mediante cosechadoras equipadas con
cabezal sojero y zaranda de sorgo con mosquitero a las cuales se cierra casi totalmente el
ventilador para minimizar las pérdidas debido al bajo peso de las semillas. El secado puede

realizarse al sol o por una corriente de aire caliente.

1.9.1. Limpieza del grano
Las impurezas como ramas, tallos, restos de hojas, bricteas y cubiertas de
semilla, deben eliminarse para mejorar la calidad del producto (Cabrera Nieto, 1990). El

almacenamiento debe efectuarse en lugares ventilados y secos.

11



1.10. Rendimiento de grano

En America latina se reportan rendimientos que oscilan entre 203 a 7200 kg/ha
(Berti et al., 1997).

En Argentina los valores de rendimiento en granos de amaranto por provincias son
los siguientes:
La Pampa
Segin Reinaudi et al. (2011) en La Pampa el rendimiento del cultivo de amaranto oscila
entre 350 a 2.000 kg/ha.
Cérdoba: Rio Cuarto 1.000-1.500 kg/ha (Peiretti y Gesumaria, 1998).
Buenos Aires: Llavallol: 3.400 a 4.500 kg/ha de semillas (Matteucci, 1998); Pergamino:
800 kg/ha (Jacquelin et al., 2011); La Plata (Los Hornos) 971 kg/ha a 1.635 kg/ha (Del
Valle y Del Valle, 2017); Laprida 410 a 450 kg/ha (Reinaudi et al., 2011).
Santiago del Estero: los cultivares graniferos de 1.500 a 2.200 kg/ha y de 82 a 274 kg/ha
los cultivares forrajeros de A. mantegazzianus (Casenave de Sanfilippo et al., 1993).
Salta: 700 a 1.050 kg/ha (Bayon et al., 2019).
Jujuy: 143 a 1.530 kg/ha, (Mujica Sanchez et al., 1999).
Rio Negro: 4.300 kg/ha (Zubillaga, 2017).
Tucuman: 232 kg/ha (Brandan de Antoni et al., 2013).

1.11. Comercializacion

En Argentina la produccion de granos se comercializa a nivel minorista
principalmente en dietéticas y empresas productoras de golosinas, galletitas y barritas de
cereales; exportandose a Alemania y Brasil (Lezcano, 2013).

El precio de mercado oscila entre USD 1 a 1,5 por kg de mercaderia limpia. Se
castiga la presencia de granos negros. Por ello se deben eliminar las plantas fuera de tipo y

malezas emparentadas, particularmente el Amaranthus spinosum.

1.12. Legislacion

Las semillas de amaranto se encuentran incluidas en el Coédigo Alimentario
Argentino, en el articulo 660 (Res MSyAS 80 del 13/01/1994) “Con el nombre de
Amaranto se entienden las semillas sanas, limpias y bien conservadas de las siguientes
especies de este seudo-cereal: Amaranthus cruentus L., Amaranthus hipochondriacus L.,

Amaranthus caudatus L. y Amaranthus mantegazzianus Passer.
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El contenido de proteinas (Nitrogeno por 6,25 - Método de Kjeldahl) no debe ser
menor de 12,5 %, la humedad no debe ser mayor de 12 %, el contenido de cenizas debe
ser menor de 3,5 %, el contenido de almidon no debe ser menor de 60 %, el peso
hectolitrico minimo de 77 kg.

Los granos de amaranto, correspondientes a las especies mencionadas, son de color
blanco, &mbar palido, amarillo o castafio muy palido, opacas o translticidas.

También estan incluidas en el Codigo Alimentario Argentino (Res 42/2003 y
360/2003) en el articulo 869 bis a las hojas de amaranto quedando redactado de la
siguiente manera: “Art 1: Con la denominacion de hojas de amaranto se entiende las hojas
del género Amaranthus de las siguientes especies: caudatus, cruentus, hypochondriacus,

mantegazzianus.”

1.13. Analisis FODA: Fortalezas+Oportunidades+Debilidades+Amenazas

El cultivo y producion de amaranto en la Pcia de Buenos Aires presenta fortalezas,
oportunidades, debilidades y amenazas, las cuales se analizan a continuacion:
Fortalezas: El cultivo de amaranto se ha adaptado a distintas condiciones agronémicas y
climaticas sembrandose en las localidades de Pergamino, Lujan, Los Hornos, Llavallol,
Miramar, Laprida y Ascasubbi. Paralelamente se han creado empresas destinadas a la
comercializacion como Sturla, radicada en el parque industrial de Burzaco.
Oportunidades: En Argentina como a nivel mundial se ha incrementado la demanda de
alimentos saludables, funcionales y para deportistas. Entre las materias primas de estos
alimentos se encuentra el grano de amaranto. Entre los alimentos industrializados de
gastronomia podemos mencionar las barras de cereales, granos inflados, granolas y los
productos sin “TACC” aptos para celiacos, etc.
Debilidades: Reducida area sembrada y con pocos datos estadisticos sobre la produccion
nacional de amaranto, consumo bajo principalmente por falta de difusion, ausencia debun
mercado referencial por ser alin un cultivo para autoconsumo. Ausencia de laboratorios de
andlisis de calidad de amaranto. No hay maquinaria y equipamiento adaptados al cultivo.
Amenazas: Paises competidores como Bolivia y Peru. Plagas y enfermedades que podrian

limitar la produccién del cultivo por producir dafios tanto cuantitativos como cualitativos.

1.14. Factores bidticos que afectan al cultivo

Los principales factores bidticos que afectan al cultivo son los siguientes:
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1.14.1. Plagas que afectan al cultivo

Insectos: El cultivo de amaranto es afectado por diversos insectos entre los cuales
podemos mencionar a los gusanos cortadores (Agrotis spp.); minadores de hojas
(Liriomyza spp.), defoliadores: hormigas (Atta spp.); orugas defoliadoras (Spodoptera
albuna), escarabajos Diabrotica speciosa; bicho moro (Epicauta adspersa); oruga del yuyo
colorado (Loxostege bifidalis); barrenadores de tallo: Conotrachellus histrio; C. seniculus;
C. cervinus; Hypolixus haerens, Hypolixus truncatulus; Amauromyza abnormalis;
succionadores: Pulgones (Aphis spp.), mosca blanca (Aleurodes spp.); chinches (Lygus
lineolaris).

Acaros: (Tetranychus spp., Mononychellus spp.; Oligonychus spp.).

Nematodos: Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita, producen nodulos en las
raices causando dafios significativos a la produccion del orden del 10 a 14 % del
rendimiento de grano.

Aves: Consumen granos maduros y destrozan la inflorescencia produciendo la
caida de las semillas al suelo pudiendo disminuir el rendimiento hasta en un 45 %, sobre
todo en areas donde existen bosques. El dafio es mayor si se siembra en épocas donde no
hay otros granos en el campo. Durante la siembra y la emergencia de las plantulas, las aves
consumen los granos sembrados y plantulas.

Roedores: Causan dafios al consumir las semillas almacenadas y disminuyen su

valor comercial.

1.14.2. Enfermedades de origen biotico que afectan al cultivo de amaranto

El cultivo de amaranto es afectado por agentes bidticos, entre las que se
destacan las patologias de origen fungico, que pueden tener incidencia directa sobre la
produccion cualitativa y cuantitativa. .

Sin embargo, la ocurrencia de las enfermedades esta supeditada a la mayor o menor

tolerancia a un determinado patéogeno, condiciones ambientales, germoplasmas utilizados,
presencia de vectores, hospedantes alternativos ademas de practicas de manejo.

Entre los sintomas producidos por los diversos patogenos se encuentran
pudriciones, manchas en hojas y en tallos, atizonamiento de tejidos, marchitamiento

general de la planta, acortamiento de entrenudos, etc.
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1.14.2.1. Enfermedades ocasionadas por hongos
Las enfermedades de origen fingico que afectan al cultivo a nivel mundial

segun los organos afectados son:

1.14.2.2. Enfermedades que afectan a las plantulas
Mal de los almacigos, mal del semillero o Damping off: (Pythium aphanidermatum);

Phytophthora; Fusarium y Rhizoctonia (Rivas-Valencia et al., 2012).

1.14.2.3. Enfermedades que afectan al follaje

Roya blanca (4lbugo bliti Wilsoniana bliti; Albugo amaranthi Wilsoniana amaranthi)
(NARC, 1984; de Sanson, 1989; Barantes del Aguila, 1991; Alcalde, 1995; Keinath,
2003; Zapata et al., 2009; Noelting, 2010).

Manchas foliares

Alternaria ssp.: (NARC, 1985; Andrango Tunal, 1987; Kearney et al., 2012).
Alternaria alternata: (Pusz, 2009b; Noelting, 2010).

Alternaria amaranthi: (Teri y Mlasani, 1994; de Sanson, 1989; Mondal et al., 2002).
Alternaria tenuissima: (Blodgett et al., 1999).

Alternaria alternantherde: (Holcom, 1978; NAC, 1984).

Cercospora canescens: (De Samson, 1989).

Cercospora beticola: (Sarasola, 1975).

Curvularia lunata (Pankaj et al., 2011)

Viruela: Phyllosticta amaranthi (Alcalde de Lanfranco, 1995; Noelting, 2010).
Mildew: Peronospora effusa 'y Peronospora farinosa (Brandenburger, 1985).

Tizon foliar

Alternaria spp. (Casenave de Sanfilippo et al., 1993; Kearney et al., 2012).
Alternaria alternata (Sénchez et al., 1990; Noelting et al., 2004, 2010).

Alternaria amaranthi (Ventakakrishnaiad, 1952).

Choanephora cucurbitarum (Teri y Mlasani, 1994).

Phomopsis amaranthicola; (Rosskopf et al., 2000).

Rhizoctonia solani (Kamala et al., 1996).

1.14.2.4. Enfermedades que afectan a los tallos
Mancha negra del tallo: Macrophoma sp. (Cabrera-Nieto et al., 1991; Sanchez et al.,
1991; Noelting, 2010)
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Mancha del tallo: Mancha ojival del tallo Phoma sp. (Noelting y Sandoval, 2003;
Noelting, 2010); P. longissima (Espitia Rangel, 1986;, P. betae (Zubillaga et al., 2012); P.
amaranthi (Sénchez et al., 1991).

Podredumbre marroén del tallo: Sclerotinia sclerotiorum (Cabrera- Nieto, 1989; Mujica
Sanchez, 1997; Peiretti y Gesumaria, 1998; Noelting et al., 2001).

Podredumbre carbonosa: Macrophomina phaseolina (Dhingra y Sinclair, 1978; Pérez
Fernandez y Vargas Lopez,1991; Mihail y Champaco, 1993).

Pudricion humeda: Choanephora cucurbitarum (Ikediugwu, 1981; Rangaswami y
Mahadevan, 1988; Anno-Nyako et al., 1993)

Decaimiento de tallos: Fusarium oxysporum; F. sambucinum; F. subglutinans (Blodgettet
al., 2004).

Cancrosis del tallo: Pythium aphanidermatum (Mihail y Champaco, 1993; Noelting y
Sandoval, 2007).

Pudricion del cuello: Sclerotium rolfsii (Espitia-Rangel, 1986).

Tizon del tallo y hojas: Phomopsis amaranthicola Phomopsis amaranthi (Rosskopf et al.,

2000.

1.14.2.5. Enfermedades que afectan a la base del tallo y de la raiz
Pudricion de cuello: Fusarium, Rhizotocnia y Pythium (Espitia-Rangel, 1986). Pudricion

de cuello y tallo (Blodgett et al., 1999).

1.14.2.6. Enfermedades que afectan a toda la planta
Marchitamiento: Fusarium poae; Phytopthora (Suquilanda-Valdivieso, 2007).

1.14.2.7. Enfermedades que afectan al sistema radicular
Podredumbre hiumeda: Choanephora cucurbitarum (Rangaswami y Mahadevan, 1988;

Anno-Nyako et al., 1993).

1.14.2.8. Enfermedades que afectan a las inflorescencias (panojas)
Carbon de la panoja: Thecaphora amaranthi (Noelting y Astiz Gasso, 2005); T.
amaranthicola (Noelting et al., 2010).

16



1.15. Hongos que afectan a las semillas

Diversos microorganismos fingicos pueden afectar a las semillas produciendo en
las mismas diversos dafios como:

Atrofias: Thecaphora amaranthi y T. amaranthicola (Noelting y Astiz Gasso, 2005;
Noelting et al., 2005).

Podredumbres: Alternaria alternata, Fusarium poae (Noelting et al., 2004).
Esclerotizaciones: Sclerotinia sclerotiorum (Noelting et al.,2001).

Contaminacion por micotoxinas: Alternaria spp. (4cido tenuazonico, alternariol,
alternariol metil eter) (Noelting et al., 2016); Fusarium sp. (zearalenonas), Aspergillus sp.
(aflatoxinas) y Penicillium sp. (citrinina) (Bresler et al., 1995).

Algunas de las patologias no adquieren mayor relevancia dado que pueden
manifestarse en forma esporadica, mientras que otras como las manchas y los tizones del
follaje son consideradas endémicas ya que aparecen todos los afios.

Los agentes etiologicos de origen fingico de las distintas patologias pueden
presentarse en forma individual o formando complejos como es el caso del mal de los
almacigos o damping-off.

En su mayoria son microorganismos necrotrofos que pueden persistir aun en
ausencia del cultivo. El resto, estd integrado por patogenos biotrofos como es el caso de
Albugo, agente causal de la roya blanca o por patogenos hemibidtrofos como Thecaphora
amaranthi (Bernal-Mufioz et al., 2000; Noelting y Astiz Gassé, 2005; Noelting, 2010;
Noelting et al., 2010) o T. amaranthicola, ambos responsables de producir el carbon en

amaranto (Noelting et al., 2010).

1.16. Enfermedades fiingicas de mayor importancia a nivel mundial

En México, Espitia-Rangel (1986) citd a la mancha negra del tallo y a la
podredumbre del cuello de la raiz como las enfermedades de mayor importancia con una
incidencia de hasta un 100 % y 73 % respectivamente. Ambas patologias pueden causar el
vuelco de las plantas imposibilitando la cosecha mecanica. Segin Sanchez et al. (1990) la
susceptibilidad del amaranto a las enfermedades limita fuertemente su rendimiento en las
zonas productoras de México.

En Ecuador, Suquilanda-Valdivieso (2007) reporta a patologias asociadas a
Rhyzoctonia, Phythopthora y al carbon de la espiga son mencionadas como las principales

enfermedades que afectan al cultivo.
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En Peru (Cusco), Garmendia (1985), citado por FAO en Cultivos andinos,
menciona a la Esclerotiniosis y la Alternariosis como las principales enfermedades del
amaranto y segun Barantes del Aguila (1991) la roya blanca es la enfermedad maés
frecuente en la mayoria de los cultivares de amaranto.

En Estados Unidos (Missouri), Mihail y Champaco (1993) reportan a la cancrosis
del tallo ocasionada por Pythium sp. como la posible limitante de la produccion del
cultivo debido a que este patdgeno, en condiciones de elevada temperatura y prolongada
saturacion de agua en el suelo, ocasiona el vuelco de las plantas florecidas.

En Sud-Africa (Nigeria), Anno-Nyako et al. (1993) mencionan a la prodredumbre
marron del tallo y la muerte regresiva ocasionada por Choanephora cucurbitarum como
las principales patologias que afectan al cultivo de amaranto.

En India, Rangaswami y Mahadevan (1988) mencionan a la roya blanca como la
responsable de producir la defoliacion del cultivo en ataques severos y Kamala et al.
(1996) consideran que el tizon foliar causado por Rhizoctonia solani es una seria amenaza

para el cultico de amaranto.

1.17. Enfermedades fliingicas en cultivos de amaranto en Argentina

En Argentina, los reportes sobre enfermedades en especies cultivadas de amaranto
provienen de las siguientes provincias:
La Pampa:
De Sansén 1989) reportd en A. mantegazzianus; roya blanca (Albugo bliti) y Manchas
foliares (Alternaria amaranthi); en A. cruentus y en especies cultivadas de A.cruentus y A.
mantegazzianus a Manchas foliares (Cercospora sp.).
Pérez Fernandez y Vargas Lopez, (1991) reportaron en cultivos de A. mantegazzianus la
Podredumbre carbonosa (Macrophomina phaseolina).
Santiago del Estero:
Casenave de Sanfilippo et al. (1993) reportaron en cultivares forrajeros de A.
mantegazzianus a la mancha de la hoja producida por Alternaria spp.
Cordoba:
Alcalde de Lanfranco (1995, 1996) reportd a roya blanca (Albugo bliti) y viruela
(Phyllosticta sp.) en A. mantegazzianus.
Peiretti y Gesumaria (1998), reportaron al mal de semillero (Pythium, Phytophthora y
Rhizoctonia) y podredumbre humeda del tallo (Sclerotinia sclerotiorium). en A

mantegazzianus.
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Alcalde y Peiretti (2018) reportaron en hojas: Viruela (Phyllosticta amaranthi); Mancha
en V (Alternaria sp.); en tallos: Mancha castana del tallo (Phomopsis sp.) y en panojas al
Carbon del amaranto (Thecaphora amaranthicola).
Kearney et al. (2012) y Bonelli et al. (2014) reportaron foliares (Alternaria sp.) y Roya
blanca (4lbugo bliti).
Alcalde y Peiretti (2018) reportaron la Podredumbre blanda (Fusarium sp.) y la Mancha
castafia del tallo (Phomopsis amaranthi) en Amaranthus cruentus.
Buenos Aires:
Noelting et al. (2004) reportaron Tizén foliar (4. alternata) y marchitamiento (Fusarium
poae) y Carbon de la panoja (Thecaphora amaranthi) en A cruentus y marchitamiento
(Fusarium poae) en Amaranthus hypochondriacus,
Noelting y Sandoval (2007) reportaron Cancrosis del tallo (Pythium aphanidermatum) en
Amaranthus caudatus subsp. caudatus.
Noelting (2010) reportd el mal de los almacigos (Pythium aphanidermatum); roya blanca
(Albugo bliti); mancha foliar (4. alternata); tizon foliar (A. alternata); mancha negra del
tallo (Macrophoma sp.); mancha ojival del tallo (Phoma sp.); viruela o necrosis circular
(Phyllosticta sp.); pudricion marron del tallo o esclerotiniosis (Sclerotinia sclerotiorum) 'y
carbon de la panoja (Thecaphora amaranthi y T. amaranthicola) en A. mantegazzianus.
Salta
Zapata et al. (2009) citaron a la roya blanca(4/bugo amaranthi) en A. mantegazzianus
Rio Negro
Zubillaga et al. (2012) reportaon a la mancha del tallo (Phoma betae). en cultivos de 4.
cruentus, A.hypochondriacus.

A la lista de enfermedades mencionadas anteriormente en Argentina se suman dos
nuevas patologias que potencialmente podrian limitar la produccion del cultivo, las cuales

se reportan en los capitulos III y IV de la presente tesis.

1.17.1. Enfermedades que afectan al follaje causadas por Alternaria spp.

El género Alternaria es el patdgeno foliar mas grave que afecta al cultivo de
amaranto (NARC, 1985) el cual ocasiona la madurez anticipada del mismo, reduciendo el
rendimiento (Andrango Tunal, 1987). En ataque severos puede producir la defoliacion
anticipada.

Las enfermedades foliares causadas por el género Alternaria, reciben distintas

denominaciones como: alternariosis, (Coca Morante, 2015); mancha foliar o mal negro
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(Holcom, 1978; Blodgett et al., 1999; Casenave de Sanfilippo et al., 1993; Noelting et
al., 2006, 2009; Pusz, 2009b; Noelting, 2010; Fuentes Fernandez, 2011, Bonelli et al.,
2014), tizén de la kiwicha o alternariosis (de Sanson, 1989; Estrada Zuniga et al., 2014);
tizon foliar (Ventakakrishnaiad, 1952; Sanchez et al., 1990; Noelting et al., 2004;
2010).

1.17.1.1. Manchas foliares
Alternaria spp.

En Argentina (Pcia de Coérdoba), Kearney et al. (2012) reportaron manchas
foliares causadas por Alternaria spp. en cultivos de Amaranthus mantegazzianus.
Alternaria alternantherae Holcomb y Antonopoulos, sp. nov. Es un hongo del suelo que
puede provocar defoliacion de las hojas maduras en las plantas (Holcom, 1978) y reducir
drasticamente el vigor de las plantas (NAC, 1984). Amaranthus caudatus ha demostrado
ser susceptible a este patdogeno en Pennsylvania, Estados Unidos (NAC, 1984).

Alternaria amaranthi (Peck) JM Hook: Este patdgeno causa manchas concéntricas de
forma circular, ovalada y de tamafio pequefio en las hojas de color rojizo al principio,
luego se vuelven de color marrdn oscuro. Este agente puede producir manchas irregulares
en los tallos (Teri y Mlasani, 1994). Su presencia fue reportada en ejemplares de A.
cruentus en La Pampa, Argentina (de Sanson, 1989) y en ejemplares de Amaranthus
paniculatus en India (Mondal et al., 2002).

Alternaria tenuissima (Kunze: Fr.) Wiltshire: Se informé por primera vez en Sudafrica
en cultivos de 4. hybridus, produciendo lesiones necroticas de forma circular y ovalada
en las hojas, con un didmetro de 1 a 7 mm, rodeada por tejidos adyacentes verdes. El dafio
causado puede producir la pérdida total del cultivo (Blodgett et al., 1999).

Amaranthus tenuis syn. A. alternata (P.) Keissler: Ha sido reportado en Argentina
afectando a ejemplares de A. mantegazzianus (Noelting et al., 2006, 2009; Noelting, 2010;
Bonelli et al., 2014) y en Polonia a ejemplares de A. cruentus (Pusz, 2009).
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Figura 1.5. Mancha foliar ocasionada por
Alternaria alternata en hojas de Amaranthus
caudatus subsp. mantegazzianus.

Los sintomas corresponden a manchas que se encuentran entre las nervaduras (Fig.
1.5) variando el color desde negro a marroén oscuro a rojizo (Noelting et al., 2006, 2009;
Pusz, 2009b; Noelting, 2010). El patégeno sobrevive en semillas, tallos, restos de cultivos
y malezas como 4. retroflexus (Mazur et al., 2015).

En la Pcia de Buenos Aires, los niveles de incidencia evaluadas como numero de
plantas afectadas sobre el total de plantas monitoreadas alcanzaron al 100 % de las plantas

en A. mantegazzianus.

1.17.1.2. Tizon Foliar
Con la denominaciéon de tizon foliar, alternariosis o atizonamiento del
amaranto se reportan los siguientes agentes etiologicos:

Alternaria spp.
En Argentina, Casenave de Sanfilippo et al. (1993), en la Pcia de Santiago del

Estero y Kerney et al. (2012) en la Pcia de Coérdoba, reportaron manchas foliares en
cultivos de A. mantegazzianus causadas por Alternaria spp.
Alternaria amaranthi (Peck.) Venkat

Este patdgeno fue reportado por primera vez en la India en plantas de Amaranthus
paniculatus (Ventakakrishnaiad, 1952). Los sintomas se observan principalmente en las
hojas como manchas circulares de color marrén a marrén oscuro. En los tallos pueden
observarse manchas oscuras deprimidas.

El signo del patogeno en forma de micelio puede observarse en las inflorescencias

(bracteas, sépalos, estigmas y ovarios).
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En ataques severos el patdogeno puede ocasionar la defoliacion anticipada de las
plantas.

Alternaria tenuis syn. Alternaria alternata (P.) Keissler

El tizon foliar ocsionado por A. alternata tue reportado por primera vez en México
en cultivos de 4. hypochondriacus (Sanchez et al., 1990) y en Argentina en cultivos de 4.
hypochondriacus; A. cruentus (Noelting et al., 2004) y 4. mantegazzianus syn A. caudatus
subsp. mantegazzianus (Noelting et al., 2010).

Los primeros sintomas pueden observarse en las hojas basales, como lesiones
necroéticas que pueden tener un halo clorético a su alrededor (Fig.1.6). Las lesiones son de
forma irregular y pueden formarse a partir de lesiones mas pequefias que tienden a
fusionarse.

En otros casos, las lesiones son manchas angulares de aspecto acuoso que
pueden estar rodeadas por un halo cloroético, cubriendo en algunos casos el total de la
superficie foliar causando la defoliacion prematura.

Generalmente esta patologia se manifiesta a partir del periodo de floracion
incrementandose hacia el final del ciclo.

Los signos estan representados por micelio y conidios que puedan visualizarse

sobre hojas lesionadas.

Figura 1.6. Tizon foliar ocasionado por Alternaria
alternata en hojas de Amaranthus caudatus subsp.
mantegazzianus.
El tizon foliar ocasiona la pérdida del vigor en las plantas y en los casos severos la

defoliacion anticipada de las plantas con la formacion de numerosas fuentes de indculos

secundarios que afectaran posteriormente a las panojas y semillas.
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La infeccion es favorecida por temperaturas entre 25 a 30 °C y elevada humedad
relativa, por ese motivo una alta densidad de plantas incrementa la humedad relativa
favoreciendo la enfermedad.

Por otro lado, las siembras tempranas de A. mantegazzianus favorecen la
manifestacion de la roya blanca que causa la ruptura de los tejidos permitiendo el ingreso
de Alternaria (Informacion no publicada).

En cultivos de A. cruentus y A. hypochondriacus localizados en la Pcia. de Buenos
Aires, (Llavallol) se han reportado niveles de incidencia del tizon foliar que oscilaron entre
40 y un 90 % del total de las plantas evaluadas (Noelting et al., 2004) y del 100 % en

cultivos de 4. mantegazzianus.

1.18. Consideraciones a tener en cuenta para el manejo de patologias ocasionadas por
Alternaria spp.

Los dafios ocasionados por diversas especies de Alternaria estan relacionados con
la destruccion de los tejidos con pérdida del area fotosintéticamente activa; el valor
comercial de las hojas destinadas a verdura y de la calidad sanitaria de las semillas donde
el patégeno coloniza incrementando la concentracion de micotoxinas nocivas para el
consumidor.

Desde el punto de vista epidemioldgico debemos tener en cuenta que las
enfermedades o patologias producidas por Alternaria spp. son enfermedades policiclicas
es decir que el patégeno cumple varias generaciones en el mismo huésped. El patogeno
una vez establecido se multiplica y dispersa durante el crecimiento del cultivo huésped
(Van derPlank, 1963).

Muchos de los hospedantes del género Alternaria demuestran susceptibilidad a
enfermedades en tejidos jovenes; tejidos senescentes o heridos. En tejidos jovenes,
Alternaria por ser transmitida por semillas (Neergard, 1977) ocasiona el damping off
enfermedad que afecta a la germinacion. La susceptibilidad de las hojas envejecidas o
heridas ha sido reportada en casi todos los sistemas de Alfernaria-hospedante (Rotem,
1994).

Alternaria alternata, por lo general afecta a los tejidos vegetales envejecidos o
dafiados (Pusz et al., 2015) siendo su transmision por semillas lo cual facilita su
diseminacion (Simmons et al., 2007).

Las semillas y los restos de cultivo constituyen las principales fuentes de indculo.

Los conidios una vez producidos sobre las lesiones pueden dispersarse por el agua, viento,
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insectos y maquinaria agricola. Las semillas pueden ser asintomaticas pero estar
infectadas.

Por otro lado, Pusz et al. (2015) mencionan a las especies Amaranthus hybridus y
Amaranthus retroflexus como hospedantes de 4. alternata pudiendo ser una fuente de
indculo a tener en cuenta para el manejo de la enfermedad.

Hasta el presente no se cuenta con referencias sobre las pérdidas en el rendimiento
del cultivo generadas por A. alternata. Sin embargo, varias investigaciones reportan
que una frecuencia elevada de este patogeno en las semillas de amaranto afectaria su
calidad sanitaria. El tizon foliar del amaranto en Llavallol, Buenos Aires, es considerado
una de las patologias endémicas del cultivo de 4. caudatus subsp. mantegazzianus syn A.
mantegazzianus, motivo por el cual se realiz6 la presente tesis con el objetivo de hallar

estrategias para su manejo.

24



CAPITULO 11

EVALUACION DE ESTRATEGIAS DE MANEJO AGRONOMICO DESTINADAS
A MINIMIZAR EL DANO OCASIONADO POR Alternaria alternata EN EL
CULTIVO DE Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo analizar diversas estrategias destinadas a
reducir los dafos generados por el tizon foliar en el cultivo de Amaranthus caudatus
subsp. mantegazzianus Hanelt syn A. mantegazzianus Pass. En la primera etapa se
seleccionaron los principios activos quimicos y bioldgicos efectivos para controlar A.
alternata y paralelamente fuesen inocuos para las plantas. Los fungicidas comerciales
utilizados fueron: carboxin (20 % ia) + thiram (20 % ia) con 400, 500 y 600 ppm;
difenoconazole (25 % ia) 250, 500 y 700 ppm y sulfato de cobre pentahidratado (25 % ia)
250, 500 y 700 ppm. Los ensayos para determinar el efecto de los fungicidas sobre el
desarrollo micelial de A. alternata se realizaron in vitro, en placas de Petri con Agar Papa
Glucosado (2 %), el accionar de los fungicidas en la germinacion de los conidios, en
portaobjetos cavados y para determinar si producian efectos fitotoxicos, en las diferentes
concentraciones, se tomé en cuenta el poder germinativo de las semillas y el desarrollo
de las plantulas (largo de radicula, largo de hipocotilo y peso seco de las plantulas. De
los potenciales antagonistas de A. alternata se seleccionaron a Chaetomium globosum,
Epicoccum nigrum y Trichoderma atroviride. La efectividad de los antagonistas para
controlar a 4. alternata se determinoé in vitro a partir de cultivos apareados evaluandose el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de 4. alternata y las interacciones hifales
entre el patdogeno y los antagonistas. La inocuidad de los antagonistas se evaluo teniendo
en cuenta el poder germinativo de las semillas y el desarrollo de las plantulas de amaranto.
Los resultados de la primera etapa demostraron que todos los fungicidas en las
concentraciones analizadas inhibieron la germinacion de los conidios de A. alternata entre
un 80,13 a 92,54 %. Las tres concentraciones de carboxin+thiram inhibieron el desarrollo
micelial de A. alternata entre un 65,25 a 68,61 %. Los tratamientos mas eficientes in vitro
fueron: carboxin+thiram (500 ppm); difenoconazole (700 ppm) y sulfato de cobre
pentahidratado (500 ppm), teniendo en términos generales un porcentaje de efectividad
superior al 86 %. Por otro lado, entre los antagonistas evaluados se destacd Trichoderma

atroviride por la capacidad de inhibir el crecimiento micelial de 4. alternata (49,65 %);
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micoparasitar las hifas; incrementar la germinaciéon de las semillas de amaranto yel
desarrollo tanto de la radicula (68 %) como del hipocétilo de las plantulas (110 %) en
relacion con el control sin tratar. La segunda etapa se llevd a cabo durante dos campaiias
consecutivas, en un lote experimental ubicado en la localidad de Llavallol. Se evaluaron
seis tratamientos con tres repeticiones que recibieron fertilizacién en suelo NPK 15:15:6
(180 kg/ha); en forma previa a la siembra, tratamientos que ademas de la fertilizacion en
suelo recibieron la aplicacién en semillas por inmersion de difenoconazole (700 ppm);
carboxin+thiram (500 ppm); sulfato de cobre pentahidratado (500 ppm) y una suspension
acuosa de conidios de 7. atroviride (1/10°/ml) en forma respectiva; un tratamiento a base
de fertilizante foliar nitrogenado y un tratamiento testigo o control. Se evaluaron diez
variables en total durante el desarrollo del cultivo, al momento de la cosecha y en forma
posterior. Los datos se sometieron a andlisis multivariados, de la varianza (ANOVA) e
indices de seleccion ad hoc. Los resultados obtenidos en las dos campafias destacaron a los
tratamientos en los cuales se integré la fertilizacion del suelo previo a la siembra y la
aplicacion en las semillas por inmersion de carboxin+thiram (500 ppm) y el tratamiento de
T. atroviride (1/10°ml). Los tratamientos mencionados redujeron en promedio en ambas
campafas la incidencia del tizon foliar e incrementaron el rendimiento en semillas, materia
seca; peso de 1000 semillas; poder germinativo de las semillas y redujeron la

contaminacion de las semillas por Alternaria spp.

Palabras clave: Alternaria alternata, tizon foliar, amaranto, fungicidas, biocontroladores

estrategias de manejo.

26



2.1. INTRODUCCION
2.1.1. Estrategias de manejo del tizon foliar

El control de una enfermedad, se puede lograr mediante un inico método, aunque
en la mayoria de los casos es necesario utilizar distintas alternativas, siendo aconsejable un
manejo integrado de la enfermedad, para controlar la misma y paralelamente disminuir el
impacto desfavorable sobre el medio ambiente.

Para ello es necesario tener en cuenta las caracteristicas de la enfermedad, las
practicas culturales, el uso de los productos quimicos y/o bioldgicos y el impacto sobre el
medio ambiente (Achicano y Lopez, 2001).

En las estrategias a utilizar en el manejo de la enfermedad, se debe tener en cuenta
las caracteristicas del agente causal, del hospedante y su relacion con el ambiente.

Con respecto al agente causal A. alternata se caracteriza por ser un patdgeno
polifago (afecta a wvarios cultivos), necrotrofo (sobrevive en restos del hospedante),
endofito (desarrolla en plantas asintomaticas).

El tratamiento de las semillas con fungicidas reduciria el in6culo de las mismas y
como consecuencia, disminuiria el patdogeno en los cultivos y su impacto en el medio
ambiente (Fuentes Fernandez et al., 2011).

Con respecto al hospedante, es mas vulnerable cuando estd sometido a estrés ya sea
por falta de nutrientes, agua o dafios por insectos, siendo uno de los factores que mas
influye la humedad ambiental que favorece la colonizacion del patdgeno en los tejidos
vegetales (Fuentes Fernandez et al., 2011).

En el cultivo de amaranto, para controlar la Alternariosis se utilizan distintos
métodos culturales como la eliminacién de restos de cosecha, rotacion de cultivos,
utilizacion de variedades tolerantes, evitar siembras densas, controlar a las malezas,
quimicos como aplicacion de fungicidas en semillas y en las plantas y desde el punto de
vista genético contar con germoplasmas tolerante a la enfermedad (Fuentes Fernandez et

al., 2011).

2.1.2. Control quimico

Existe escasa informacion sobre el uso de fungicidas en amaranto y por lo general,
no son especificos para esta especie y tienen poca informacioén sobre los patogenos que
atacan en una determinada enfermedad.

Se ha observado que fungicidas, con diferentes principios activos como

carboxin+thiram, difenoconazole y sulfato de cobre pentahidradado tuvieron un accionar
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semejante controlando a Alternaria spp. tanto in vitro como in vivo (Thejakumar et al.,
2016; Rajput y Chaudhari, 2018).

En el cultivo de amaranto, Mujica-Sanchez et al. (1997), recomendaron para el
control de hongos a carbendazim (Vitavax), a razon de 2,5 g/kg de semillas, en cambio
Suquilanda- Valdivieso (2007) recomienda utilizar 2 g/kg de semilla de hidroxido de
cobre 0 4 g de ceniza vegetal por kg de semilla. Estrada Zuniga et al. (2014) utilizaron
Carbendazim por via semi-himeda a razén de 2,5 g/kg de semilla. Sin embargo, ninguna
de las referencias citadas especifico que micoorganismos fungicos controlaron. Ademas,
Coca Morante (2015) recomienda en la etapa de formacioén y maduracion de las semillas,
el uso de fungicidas sistémicos a base de Carbendazim en zonas endémicas y afios
hiimedos (Pyraclostrobin+Metiram, Azoxystrobina+Difenoconazol, etc.) y fungicidas de
contacto en zonas no endémicas y de clima més seco como el oxicloruro de cobre y caldo
bordelés.

En cultivos de girasol, Suryawanshi et al. (2018) demostraron que la formulacién a
base de carboxin+thiram al 37,5 % aplicado a una concentracion del 0,25 % inhibe el
desarrollo micelial de A. alternata que es el principal patogeno foliar del girasol
transmitido por semillas.

En cultivo de algodon, Bhattiprolu, 2017 sefiala que la aplicacion de
carboxin+thiram al 37,5 % a razén de 4,54 g de formulado por kg de semillas redujo la
intensidad de las manchas foliares ocasionadas por Alternaria (4,11 %) e increment6 el
rendimiento del cultivo . En el mismo cultivo, (Monga et al., 2018) reportan una reduccion
del 33,6 % de la incidencia del tizén foliar por Alternaria y un incremento del 34 % en el
rendimiento en semillas previamente tratadas con carboxin+thiram.

En relacion al sulfato de cobre pentahidratado, Herrero (2005), sefiala que en
términos generales tiene la capacidad de inhibir la germinacion de las esporas de los
hongos por su contenido en cobre.

Por otro lado tenemos que considerar que los fungicidas pueden incrementar la
germinacion de las semillas y la productividad de los cultivos (Chen et al., 2001; Chen y
Edwards, 2001; Tort y Turkyilmaz, 2003).

En relacion a los efectos del carboxim-+thiram en la germinacion de las semillas
Biniek y Tylkowska (1987); Muiiiz y Porto (1999); Magalhaes et al. (2004), obtuvieron
incrementos en la germinacion en las semillas de zanahoria, Faria et al. (2003) en algodon,

Kabir et al. (2006) en arroz y Rogério et al. (2012) en cartamo. En trigo los resultados
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fueron contradictorios para Marini et al. (2011) las semillas tratadas con carboxin+thiram
redujeron la germinacién y para Malajer y Mian (2009) increment6 su rendimiento.
En relacion al difenoconazole, Nithyameenakshi et al. (2006) reportaron

incrementos en la germinacion de las semillas de Sesamum indicum y en Phaseolus mungo.

2.1.3. Control biologico

Con respecto al uso de biocontroladores, Prakash et al. (2017) consideran que es
una buena opcion para controlar las enfermedades para evitar el uso indiscriminado y
excesivo de las fungicidas que ocasiona el desarrollo de poblaciones de patdogenos mas
resistentes. Ello trajo aparejado el uso de fungicidas en mayores concentraciones lo cual
incrementa la concentracion de residuos toxicos en los alimentos.

En la actualidad hay una marcada tendencia a utilizar agentes de control bioldgico o
biocontroladores, para producir cultivos sanos sin agroquimicos o con una minima dosis de
los mismos, para evitar que haya mayor impacto en los consumidores y en el medio
ambiente.

Por ese motivo, en el control bioldgico de enfermedades se utilizan organismos que
disminuyen el crecimiento y/o la reproduccion del patéogeno (Cook y Baker, 1987)
constituyéndose en un método alternativo y seguro para el medio ambiente.

En una recopilacion bibliografica sobre microorganismos biocontroladores, Amerio
et al. (2020) destacan, que el género Trichoderma es uno de los microorganismos de
mayor uso y efectividad en los programas de manejo integrado de plagas, utilizdndose
como antagonico y regulador de hongos fitopatégenos con gran capacidad para
multiplicarse en diferentes substratos, adaptarse a ambientes diversos, estimular el
crecimiento de los cultivos e inducir resistencia sistémica (Harman et al., 2004; Cervantes,
2007).

Las especies de Trichoderma como harzianum, atroviride, virens y koningii, son las
mas utilizadas en agricultura porque actiian no so6lo como agentes biocontroladores de
diferentes patogenos produciendo micoparasitismo, antibiosis, competicion por nutrientes
y estimulacion de la resistencia sistémica de las plantas, sino también porque tienen
tolerancia al estrés abidtico, promocion del crecimiento y desarrollo de los cultivos

(Martinez et al., 2013; Waghunde et al., 2016).

2.1.3.1. Mecanismos de accion de Trichoderma, Chaetomium y Epicoccum
Entre los mecanismos de accion ejercidos por los biocontroladores podemos citar

mecanismos directos e indirectos
29



Entre los mecanismos directos podemos mencionar la competencia tanto por
espacio como por nutrientes, micoparasitismo, antibiosis (Aguiar, 2014); secrecion de
enzimas y la producciéon de compuestos inhibidores (Haram et al., 1996; Zimand et al.,
1996).

La competencia se produce cuando el biocontrolador y el patdgeno tienen los
mismos requerimientos compitiendo por el substrato vegetal (Martinez et al., 2013;
Waghunde et al., 2016), por los nutrientes o por estimulacion de la resistencia sistémica de
los nutrientes.

En el micoparasitismo los agentes de biocontrol se nutren de los tejidos del
patégeno. Durante este proceso el antagonista crece hacia el hospedante, se adhiere a las
paredes del mismo se enrollan y en algunos casos tiene la capacidad de penetrar al
degradar las paredes celulares del patégeno (Samuels, 1996).

La penetracion de las hifas del antagonista en el hospedante se produce por la
accion de enzimas como las quitinasas, glucanasas y proteasas las cuales degradan a la
quitina, el glucano y las proteinas presentes en el hospedante (Martinez et al., 1994). Una
vez que las hifas del antagonista han penetrado absorven los nutrientes del hongo
fitopatogeno (Eveleigh, 1986).

La antibiosis implica la accion toxica de metabolitos sobre microorganismos
sensibles a los mismos.

Entre los mecanismos indirectos desarrollados por Trichoderma se encuentra la
induccion de defensas fisiologicas y bioquimicas como la activacion en la planta de
compuestos relacionados con la induccion de la resistencia (Harman, et al., 2004), la
detoxificacion de toxinas excretadas por el patdgeno y la desactivacion de enzimas durante
el proceso de infeccion produciéndose la solubilizacion de elementos nutritivos, que en su
forma natural no son accesibles para las plantas.

Los aislamientos mas eficientes de los antagonisas en general seran aquellos que
desarrollen varios mecanismos de accion, lo cual les otorgard mayor control sobre los
patogenos.

En relacion al control de manchas foliares ocasionadas por Alternaria, diversas
especies de Trichoderma han sido reportadas en girasol (Vijayalakshmi et al., 2018), mani
(Ajayabhai et al., 2018) y pimiento (Begum et al., 2010).

Surekha et al. (2013) demostraron que semillas cubiertas con esporas de 7. viride

redujeron la incidencia y la severidad del tizon de Alternaria.
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Vijayalakshmi et al. 2018 reportaron que la aplicacion de Trichoderma viride en semillas
de girasol redujo, la severidad de la mancha foliar producida por Alternaria en un 49,53 %,
incrementando el rendimiento del cultivo en un 25 % en relacion al control e inhibiendo el
crecimiento micelial de A. helianthi en un 58 % en condiciones in vitro.

Sandoval et al. (2006) reportaron la efectividad de 7. harzianum aplicada en
semillas de coriandro obteniendo un porcentaje superior de germinacién y una menor
contaminacion con A4. alternata en los granos cosechados.

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso del suelo que actua como un
agente de biocontrol para una amplia gama de patogenos de plantas econdmicamente
importantes (Papavizas, 1985; Chet, et al., 1987), teniendo propiedades antagonistas de
micoparasitismo, competencia y produccion de antibioticos (Adams, 1990).

Perez et al. (2015) reportaron la efectividad de 7. atroviride la cual permitié reducir
la incidencia y la severidad de algunas enfermedades e incrementar el rendimiento en
diversos los cultivos.

Los antagonistas pueden aislarse en la rizosfera o en la filosfera de la planta
huésped, se multiplican in vitro y pueden aplicarse en el cultivo por medio de la
pulverizacién de conidios en suspension sobre el follaje o mediante el peleteado de las
semillas. Por lo general se recomienda el empleo de biocontroladores nativos o locales ya
que estdn mas adaptados al medio en el cual se desarrolla el cultivo (Harman et al., 2010).

Con respecto a la promocion de crecimiento ejercida por diversas especies de
Trichoderma es importante sefalar que algunas especies pueden ejercer efectos
beneficiosos en el crecimiento de las plantas incrementando la resistencia a factores
bidticos y abidticos. Los primeros trabajos revelaron que 7Trichoderma promueve el
crecimiento en cultivos de rabano, pimiento, pepino y tomate (Baker et al., 1987; Martinez
etal., 2013).

Distintas cepas de Trichoderma aplicadas en semillas de pimiento incrementaron la
germinacion en un 54,87 %, la altura de la planta en un 42 % y la longitud radicular en un
46 % en relacion al control (Begum et al., 2010). Vigla$ y Olejnikova (2019) han hallado
que T. atroviride promueve el crecimiento en las plantas de Lepidium sativum y actia a su
vez como micoparasito potencial de diversos hongos fitopatogenos (4. alternata, Fusarium
culmorum, Botrytis cinerea).

Asimismo, los patogenos foliares pueden antagonizarse con otros agentes de
biocontrol, entre los cuales se encuentra Chaetomium globosum que ha tenido efecto

antagdnico en diversos patogenos foliares de diferentes hospedantes (Fokkema y Lorbeer,
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1974; Sharma y Sainger, 1989; Heller y Theiler-Hedtrich, 1994; Li y Sutton, 1995;
Monaco, 1997; Monaco et al., 1999, Zhao et al., 2017). Este hongo tiene la capacidad de
enrollarse alrededor de las hifas de los patogenos (Cullen y Andrews, 1984; Walther y
Gindrat, 1988; Di Pietro et al., 1992).

Por otro lado, Epicoccum nigrum ha sido utilizado como agente de control
bioldgico de varios hongos patégenos de plantas (Larena et al., 2005; Mari et al., 2007,
Ogorek y Plaskowska, 2011; Li et al., 2013). En semillas de amaranto, E. nigrum ha sido
mencionado por Moreno-Veldzquez et al. (2005), no especificando su rol, es decir si se
comporta como patdégeno o antagonista.

En el caso particular del control bioldgico de A. alternata en amaranto no se han
reportado antecedentes, exceptuando una primera referencia en Argentina de dos cepas de
T. harzianum evaluadas en un cultivo de 4. hypochondriacus aplicados a la siembra

(Noelting et al., 2001).

2.1.4. Control cultural

El cultivo de amaranto tiene limitaciones en su producciéon debido a que la mayor
parte se realiza a escala familiar, donde las diferentes labores culturales, son realizadas por
lo general, en forma manual o asistida por una mecanizacion basica, no existiendo aun un
paquete tecnologico especifico, desarrollado para el cultivo extensivo del amaranto, como
por ejemplo mejoramiento genético, control quimico de malezas, mecanizacion de las
labores culturales, fertilizacion, etc. (Del Valle y Del Valle, 2017).

Segin Primavesi (1984) no hay enfermedad vegetal sin previamente presentar
alguna deficiencia mineral, resultando plantas mas débiles y afectadas por enfermedades y
plagas. Los nutrientes favorecen el crecimiento de las plantas resultando ser mas vigorosas,
especialmente en amaranto (Martin de Troiani et al., 2005; Zubillaga, 2017; Del Valle y
Del Valle, 2017); incrementando la resistencia a enfermedades y retardando la senescencia
(Rotem, 1994). La mejora del estado nutricional de las plantas puede conducir
potencialmente a la mitigacion de los efectos adversos causados por ciertos patdgenos
(Dordas, 2008). La fertilizacion puede influir en la resistencia inducida de los patégenos
(Huber y Watson, 1974; Marschner, 1995) al retrasar la senescencia de las hojas, siendo la
nutricion del huésped un factor importante que afecta la severidad de las epidemias
causadas por Alternaria (Goodman et al., 1986; Rotem, 1994).

En el cultivo de repollo, la aplicacion de fertilizantes integrados por N, P y K

redujo la severidad de tizon por Alternaria (Singh et al., 2002) y en mostaza, la aplicacion

32



de fertilizantes nitrogenados a razén de 120 kg/ha redujo la severidad del tizéon en un 16,38
% e increment6 el rendimiento (Mahapatra et al., 2014).

En el cultivo de papa, se ha demostrado que las altas tasas de fertilizacion
nitrogenada impide la expresion del tizon temprano causado por 4. solani al posponer la
senescencia natural (Barclay et al., 1973; Soltanpour y Harrison, 1974).

El género Alternaria afecta principalmente a tejidos senescentes de las plantas, por
ende cualquier factor que dilate la madurez también podria reducir la severidad de la
enfermedad y mejorar calidad fisiologica y poder germinativo de las semillas (Blachinsky

et al., 1996, Singh et al., 2002).

2.1.5. Analisis de situacion

Teniendo en cuenta las perspectivas del cultivo de amaranto en la Pcia. de Buenos
Aires (Matteucci, 1998; Jacquelin et al., 2011; Ciocchini, 2013 y Del Valle y Del Valle,
2017) y, los dafios generados por el tizén foliar, se considerd la posibilidad de analizar
estrategias para minimizar en el cultivo el impacto de las patologias ocasionadas por A.
alternata las cuales producen disminucion del vigor a las plantas, defoliacion anticipada,
pérdida de la calidad comercial del follaje y detrimento de la calidad sanitaria y fisiologica
de las semillas.

La informacion relacionada con el uso de fungicidas en amaranto mencionada
previamente, es escasa y por lo general no es especifica en relacion a los patdgenos a
controlar.

En relacion al control biologico de patdgenos en amaranto son muy escasos los
reportes sobre antagonistas nativos de los principales patdgenos que lo afectan. En
Tailandia, hallaron especies de Streptomyces con capacidad de antagonizar a Pyhtium
aphanidermatum, principal patégeno asociado al damping off en el cultivo de amaranto
(Bajaree et al., 2013).

En nuestro pais, se han detectado antagonistas nativos de diversos patogenos
fungicos del cultivos de amaranto entre los cuales tenemos a especies de Trichoderma
como controladores bioldgicos de Sclerotinia sclerotiorum (Noelting y Sandoval, 2005) y
de Pythium aphanidermatum (Noelting y Sandoval, 2003); Epicoccum nigrum como
controlador biologico de Albugo bliti (Noelting et al., 2009); Helicocephalum y
Nigrospora como controladores bioldgicos de teliosporas de: Thecaphora amaranthicola
(Noelting et al., 2007) y Cladosporium spp. como controlador biolégico de teliosporas

de T. amaranthi (Noelting et al., 2007).
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En general, se mencionan diversas técnicas para reducir el impacto de las
enfermedades, entre ellas las culturales como rotaciéon y eliminaciéon de restos de los
cultivos, utilizacion de variedades tolerantes, siembras de baja densidad y control de

malezas (Fuentes Fernandez et al., 2011).
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2.1.6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible seleccionar estrategias de manejo agronémico para minimizar el impacto del

tizon foliar en el cultivo de amaranto.

2.1.7. OBJETIVOS

2.1.7.1. Objetivo general

Contribuir al desarrollo de estrategias de manejo agrondémico integrado,

ecoldgicamente aceptables, para disminuir el impacto del tizén foliar.

2.1.7.2. Objetivos especificos

Analizar la actividad inhibitoria de los fungicidas carboxin (20 % ia)+thiram (20 %
ia), 400, 500 y 600 ppm (ia); b) difenoconazole (25 % ia), 250, 500 y 700 ppm (ia);
y sulfato de cobre pentahidratado (25 % 1ia), 250, 500 y 700 ppm (ia) en el

crecimiento micelial y en la germinacion de los conidios de 4. alternata.

Determinar la inocuidad de los fungicidas en semillas y en las plantulas de

amaranto.

Aislar, evaluar y seleccionar potenciales antagonistas nativos de A. alternata. para

su aplicacion en semillas.
Evaluar en el cultivo bajo condiciones no controladas, la efectividad de los

tratamientos preseleccionados in vitro sobre las variables de interés epidemiologico

y agrondmico.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo los objetivos propuestos se realizaron ensayos en el laboratorio,
en camara de cultivo y en el campo en lotes experimentales.

Para la evaluacion de los fungicidas in vitro se utilizd una cepa A. alternata,
secuenciada por Macrogen y depositada en el cepario del Instituto Fitotécnico de Santa
Catalina bajo el namero 2361.

En cambio, para la evaluacion de los tratamientos en los ensayos in vivo solo fue
identificado el género debido a la imposibilidad de identificar a nivel molecular a todas las
cepas de Alternaria aisladas de las lesiones foliares.

A continuacion se describen los ensayos en condiciones controladas

2.2.1. Evaluacion de los fungicidas in vitro

Se realizaron ensayos in vitro para determinar la efectividad de los fungicidas. Para
ello se evalud el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PIM); el porcentaje de
inhibicion de germinacion de los conidios de A. alternata (PIG) y el porcentaje de semillas
contaminadas por A. alternata (PIA).

Se realizaron las siguientes determinaciones:

2.2.1.1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de las colonias de Alternaria
alternata por accion de los fungicidas

La efectividad de los fungicidas se evalu6 tomando como referencia la técnica de
envenenamiento por alimentos (Nene y Thapliyal, 1979). Los principios activos evaluados
fueron: carboxin (20 % ia)+thiram (20 %i1a); difenoconazole (25 % ia) y sulfato de cobre
pentahidratado (25 % 1a) en tres concentraciones cada uno.

En la Tabla 2.1 se detallan los fungicidas, empresa que lo produce, nombre
comercial, principio activo, dosis utilizadas, modo de accion y clase toxicologica de cada
uno de ellos.

Se utilizaron soluciones madres de los tres fungicidas (carboxintthiram;
difenoconazole y sulfato de cobre pentrahidratado) al 10 % de la formulacion comercial
utilizando para diluirlos agua destilada estéril. Para obtener las soluciones de trabajo se
tom6 1 ml de la solucion madre de cada fungicida de acuerdo a las concentraciones
preestablecidas en la Tabla 2.1 y se lo diluy6 con agua deionizada estéril hasta obtener la

concentracion a utilizar.
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Para la aplicacion de los fungicidas in vitro, se utiliz6 las concentraciones indicadas
en la Tabla 2.1 y se las incorpord al medio de cultivo (APG 2%) previo a su solidificacion,
colocandose posteriormente el medio suplementado con los fungicidas en placas de Petri

de 90 mm de diametro.

Tabla 2.1. Fungicidas y concentraciones utilizadas en los ensayos in vitro.

Empresa Nombre comercial Principio activo ia(%) cc A CT

Chemtura Vitavax flo (SC) carboxintthiram 20+20 400 500 600 PC III

Syngenta Agro S.A. Bogard (EC) difenoconazole 25 250 500 700 PCE III
sulfato de cobre

Agrimarketing Python (SC) . 25 250 500 700 PC I
pentahidratado

cc: Concentracion expresada en partes por millon de ingrediente activo; A: Modo de
accion; CT: Clase toxicologica; SC: suspension concentrada; EC: concentrado
emulsionable; PC: Preventivo-Curativo; PCE: Preventivo, Curativo, Erradicante.

Una vez solidificado el medio se coloco en el centro de cada placa de Petri un disco
de 5 mm de didmetro de APG (2 %) colonizado con A. alternata, obtenido del borde de
una colonia de siete dias de edad.

Por cada tratamiento se utilizaron tres repeticiones incluyendo como testigo o
control tres placas de Petri sin el agregado de fungicidas segin un disefio completamente
aleatorizado.

Las placas se incubaron en camara de cultivo a 25 °C y 12 h de fotoperiodo durante
siete dias. Diariamente se midid el didmetro de las colonias del patdgeno.

Con los valores del diametro de las colonias de A. alternata a los siete dias se
calculo el porcentaje de inhibicion del crecimiento en cada uno de los tratamiento en

relacion con el control, utilizandose la formula de Bliss, (1934).

T
x100

C
PIM(%) =

Donde:
PIM: porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del patégeno; C: Didmetro de la
colonia del patdégeno en el tratamiento control (mm) y T: Diametro de la colonia del

patdgeno (mm) en presencia del fungicida.
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2.2.1.2. Inhibicion de la germinacion de los conidios de Alternaria alternata

Para evaluar la efectividad de los fungicidas sobre la germinacion de los conidios
de A4. alternata (P1G), se agregd a una colonia sembrada siete dias antes en un medio de
APG (2 %), 10 ml de agua destilada estéril raspandose la parte superior de la misma con
una espatula de goma.

La suspension obtenida se filtrd para eliminar los restos de micelio y del medio de
cultivo. El liquido sobrenadante conteniendo la suspension de conidios se ajustdé a una
concentracién de 1x10* conidios/ml con una cdmara de Neubauer. La suspension de
conidios de A. alternata se mezcld con cada una de las soluciones de los fungicidas en
una relacion 1:1 (v/v) y se colocd 0,08 ml en cada una de las cavidades de un portaobjeto
cavado cubriéndolos con un cubreobjeto. Como control se utilizd una suspension de
conidios sin el agregado de fungicida. Los portaobjetos se colocaron dentro de placas de
Petri las cuales se distribuyeron en la cdmara de cultivo en oscuridad a 25 °C, segiin un
disefio completamente aleatorizado con tres repeticiones por tratamiento.

El porcentaje de germinacion de los conidios se evalud a las 6, 12 y 18 h después de
iniciada la incubacion observandolos en un microscopio Optico (Carl Zeiss 4033699) a
analizandose 100 conidios por muestra tomados al azar. El porcentaje de inhibicion de la
germinacion de los conidios se estimé mediante la siguiente formula:

a—b

PIG (%) = x 100

Donde:
PIG: Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios; a: total de conidios germinados

en el testigo o control y b: total de conidios germinados en cada tratamiento.

2.2.1.3. Evaluacion de la efectividad de los fungicidas en semillas

Para evaluar la efectividad de los fungicidas en semillas (PIA), se utilizaron
semillas de amaranto las cuales se desinfectaron para eliminar la contaminacion superficial
por microorganismos, con una solucion de hipoclorito de sodio (55 g/cl) al 2 % durante
cinco min, se enjuagaron con agua destilada estéril y secaron entre papeles de filtro
estériles.

Las semillas una vez desinfectadas se inocularon con una suspension de conidios de
A. alternata (1x10* conidios/ml), obtenidos de una cepa con marcada actividad patogena
en el follaje, la cual se la secuencidé en Macrogen y se encuentra depositada en el cepario

del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina bajo el nimero 2361.
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A partir de las muestras preinoculadas se aplicaron los fungicidas mediante la
técnica de inmersion. Se colocaron 10 g de semillas en cada una de las soluciones de los
fungicidas durante 30 minutos, se secaron entre papeles de filtro estériles y sembraron en
placa de Petri con 15 ml de medio de APG (2 %) 25 semillas por repeticion y 100 semillas
por tratamiento. Las placas de Petri se incubaron en una cdmara de cultivo a 25 °Cy 12 h
de fotoperiodo. Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio completamente
aleatorizado con cuatro repeticiones.

A los siete dias se evaluaron los hongos desarrollados en las semillas en un
microscopio estereoscopico (Nikon) y calculdndose el porcentaje de semillas infectadas
por A. alternata.

El porcentaje de inhibicion de la contaminacion de las semillas por A. alternata por

los fungicidas se calcul6 con la siguiente formula:
a
PIA (%) = B x100

Donde PIA (%): Porcentaje de inhibicion de incidencia de A. alternata en semillas; a:
Incidencia de semillas contaminadas por A. alternata en el control (%) y b: Incidencia de

las semillas contaminadas por 4. alternata con fungicida (%).

2.2.1.4. Determinacion de la inocuidad de los fungicidas en semillas y en plantulas de
amaranto

Semillas de amaranto previamente desinfectadas con una solucion de hipoclorito de
sodio al 2 % durante cinco min y enjuagadas con agua destilada estéril, se trataron con
cada una de las soluciones de los fungicidas y se sembraron en bandeja a razén de 100
semillas por cada tratamiento (unidad experimental) con cuatro repeticiones, segun un
disefio completamente aleatorizado. Las bandejas se incubaron en una camara de cultivo a
25 °Cy a 12 h de fotoperiodo.

Al cabo de siete dias de incubacion se evalu6 el poder germinativo de cada uno de
los tratamientos aplicandose la formula numero de semillas germinadas sobre el total de

semillas por 100 y se midi6 largo de radicula, hipocétilo y peso seco de las plantulas.

2.2.2. Seleccion de los fungicidas
Para seleccionar el o los fungicidas con mejor comportamiento y las
concentraciones mas efectivas, se tuvo en cuenta: a) Inhibicion del crecimiento micelial de

A. alternata; b) Inhibicidon de la germinacion de los conidios de A. alternata; c) Incidencia
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en las semillas tratadas en relacion al control y d) Inocuidad de los fungicidas en semillas y

en plantulas de amaranto.

2.2.3. Analisis estadistico

Los datos de las variables se analizaron con el programa estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2018). Se analizaron las medias y a las variables cuyos cuadrados medios
resultaron significativos, se les aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey con

un nivel de significancia de p<0,05.

2.2.4. Aislamiento, evaluacion y seleccion de antagonistas de A.alternata

Los aislamientos de potenciales antagonistas de A. alternata se obtuvieron de
semillas de A. cruentus que tenian baja contaminacion por A. alternata. Las semillas
provenian de plantas madres que habian registrado escasa incidencia de tizon foliar en los
lotes experimentales.

Para aislar a los microorganismos, las semillas de 4. cruentus se desinfectaron con
una solucién de hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min., se enjuagaron en agua destilada
estéril y secaron entre papeles de filtro estériles. Las semillas se sembraron en placas de
Petri con 15 ml de medio APG e incubaron en una cdmara de cultivo durante siete dias a
25 °C y 12 h de fotoperiodo.

Al cabo de siete dias de incubacion se aislaron e identificaron los microorganismos
desarrollados en base a sus caracteristicas morfobiométricas y culturales mediante
observaciones en el microscopio estereoscOpico; microscopio Optico, técnicas de
microcultivo y con claves sistematicas (Rifai, 1969; Domsch et al., 1980; Arx et al., 1986;

Simmons, 1995; 2007).

2.2.5. indice de inhibicién del crecimiento micelial

La evaluacién del indice de inhibicion del crecimiento micelial (IICM) de los
antagonistas sobre el A. alternata se realiz6 in vitro utilizando la técnica de cultivos duales.
Para ello, se sembraron enfrentados en una placa de Petri de 90 mm de didmetro un disco
de micelio del patogeno de 5 mm de didmetro y otro del antagonista, a una distancia de
4 cm, para cada una de las combinaciones. Los discos del patdégeno y el antagonista se
extrajeron de los margenes de las colonias puras desarrolladas durante siete dias en placas

de Petri con medio de cultivo APG.
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El antagonismo se evaluo a través del indice de inhibicion del crecimiento micelial
(IICM) calculado a partir del diametro del patogeno y de cada uno de los antagonistas, a

los siete dias de incubados mediante la siguiente formula:

D1 - D2

Donde:
IICM: indice de inhibicion del crecimiento micelial.
D1: didmetro de la colonia del patogeno (testigo).

D2: didmetro de la colonia del patdégeno desarrollado en presencia del antagonista.

2.2.6. Efectos de los antagonistas en la zona de interaccion con Alternaria alternata
Para evaluar la capacidad de los antagonistas de producir alteraciones en las hifas y
en los conidios de A. alternata se tomaron secciones de la zona de interaccion del patdégeno
y del antagonista se montaron en un portaobjetos y se tifieron con lactofenol.
Posteriormente se analizaron con un microscopio Optico Marca Carl Zeiss, los efectos

producidos por los antagonistas en la morfologia de las hifas y conidios del patégeno.

2.2.7. Evaluacion de los efectos de los antagonistas de A alternata en las semillas de
amaranto
2.2.7.1. Preparacion del indculo

Las suspensiones de conidios de los antagonistas: C. globosum, E. nigrum y T.
atroviride se obtuvieron de las colonias desarrolladas durante siete dias en placas de Petri
con medio APG.

Para la preparacion del inoculo, se agregd agua destilada estéril a las placas de
Petri. Posteriormente, se raspd la superficie de las colonias con una espatula para
recolectar las esporas, se filtré el liquido sobrenadante para eliminar resto de medio medio
e hifas. La concentracion de las suspensiones se midi6 con un hematocimetro y se ajusté a

una concentraciéon de 1x10* esporas por ml.

2.2.7.2. Tratamiento de las semillas de amaranto

Para analizar el efecto de los antagonistas en las semillas de amaranto se realiz6 un
ensayo con cuatro repeticiones. Las semillas se trataron con las suspensiones de cada uno
de los antagonistas, colocandose 100 semillas por repeticion en bandejas con papel

prehumedecido incluyendo un control con semillas sin tratar.
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Posteriormente las bandejas se incubaron en cdmara de cultivo a 25 °C con un
fotoperiodo de 12 h. Al séptimo dia de incubadas, se evalud el poder germinativo de las

semillas y en plantulas se evalu6 la longitud de la radicula y del hipocatilo.

2.2.7.3. Analisis estadistico

Los datos de cada variable fueron sometidos a un andlisis de varianza segiin un
disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones. En todos los casos se
analizaron los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas y aditividad.

Las diferencias entre tratamientos se calcularon mediante las pruebas de
comparaciones multiples de Tukey (varianzas homogéneas). Los analisis se realizaron con
el programa estadistico software InfoStat (Di Rienzo et al., 2018), con un nivel de

significacion del 5%.

2.2.7.4. Seleccion de los antagonistas
Para la seleccion de los antagonistas se tuvo en cuenta la actividad desarrollada

sobre el patégeno (4. alternata) y su inocuidad en semillas y plantulas de amaranto.

2.2.8. Ensayos en lotes experimentales
2.2.8.1. Localizacion de los ensayos

La investigacion se llevo a cabo durante las campafias 2005-2006 y 2006-2007 en
el predio experimental del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina ubicado en la localidad
de Llavallol (latitud 34° 47" sur, longitud 58° 26" oeste) aproximadamente a 20 metros
sobre el nivel del mar, en la provincia de Buenos Aires, Argentina.

Las temperaturas medias quinquenales méaximas y minimas fueron de 22,2 °C y
10,7 °C respectivamente. Enero fue el mes de temperaturas mas elevadas (29,3 °C en

promedio). La precipitacion quinquenal promedio fue de 1118 mm por afio.

2.2.8.2. Analisis de suelo

En las dos campafias se tomaron muestras de suelo de distintos sectores del lote
experimental. Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Edafologia FCAyF, UNLP.
Se determiné nitrégeno, fosforo, potasio, pH, conductividad eléctrica, materia orgénica y
relacion carbono nitrégeno. El andlisis de textura y contenido en K se realizd en el

Laboratorio de Edafologia (UNLZ).
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2.2.8.3. Genotipo utilizado
Se utilizé un genotipo de Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus syn A.

mantegazzianus de ciclo largo de 160 dias susceptible al tizon foliar.

2.2.8.4. Tratamientos

En los ensayos se emplearon seis tratamientos combinando N, K, P, fertilizante
foliar solubre en agua y los fungicidas difenoconazole, carboxin+thiram, sulfato de cobre
pentahidratado, el biocontrolador Trichoderma atroviride y el control sin tratamiento
(Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Tratamientos aplicados en el
suelo; en semillas y, en plantas de

amaranto.

TRAT FS FF D CT SP TA
T1 0 0 0 0 0 O
T FS 0 0 0 O O
™3 FS 0 D 0 0 0
T4 FS 0 0 CT 0 O
TS FS FF 0 0 O O
T6 FS 0 0 0 SP 0
™ FS 0 0 0 0 TA

TRAT: tratamientos, FS: fertilizacion aplicada en el suelo; FF:
fertilizante foliar nitrogenado soluble en agua, D: difenoconazole
(700 ppm); CT: carboxin+thiram (500 ppm); SP: sulfato de cobre
pentahidratado (500 ppm); TA: Trichoderma atroviride.

Para mejorar la adherencia de los conidios de T. atroviride a las semillas de
amaranto se utilizd una suspension acuosa de gluten al 1% (peso/volumen). Las semillas
inoculadas se secaron entre papeles de filtro estériles, conservandolas hasta la siembra. El

sulfato de cobre pentahidratado se aplico por inmersion.

2.2.8.5. Disefio experimental
Los tratamientos se distribuyeron en parcelas segiin un disefio en bloques al azar
con tres repeticiones. La unidad experimental estaba compuesta por parcelas de cuatro m

de largo y tres surcos con una distancia entre los mismos de 0,50 m.
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2.2.8.6. Practicas culturales realizadas en el cultivo

Previo a la siembra, los lotes en ambas campafnas se roturaron con un
motocultivador.

Para la fertilizacion del suelo se utilizé un fertilizante granulado a base de N:P:K
(15:15:6), a razdén de 180 kg/ha, aplicandolo en el fondo del surco y cubriéndolo con una
capa de suelo. En el tratamiento control no se aplico fertilizante. Posteriormente se realizo
la marcacion de surcos y de parcelas.

La fertilizacion foliar, solamente se aplico en el tratmiento (T5), utilizdndose un
fertilizante soluble en agua Yogen 1: N: 44 %, Zn: 0,08 %, Mn: 0,08 %, Bo: 0,02 %, trazas
de Mo y ANA a razén de 3,5 g/l. La aplicacion se realizé con una mochila pulverizadora
de 5 litros de capacidad a los 27 dias después de la emergencia del cultivo en la primera
campafa y a los 26 dias en la segunda campafia.

La siembra se efectu6 manualmente depositando las semillas a chorrillo en el
fondo de los surcos a 3 cm de profundidad. En al primera campafa se sembro el 19/12/05 y
en la segunda campafia el 23/12/06. El desmalezado y aporque del cultivo se realizo
manualmente.

Para el control de coledpteros que afectan al follaje se aplicé Carbaryl; para moscas
blancas se utilizaron trampas de color amarillo para su captura y para las hormigas se
utilizo un cebo comercial a base de (dodecacloropentaciclo [5.2.1.02,6.03,9.05,8] decano).

La cosecha se efectud cuando las plantas estaban de color pardo amarillento y los
granos opacos (10/5/06) para la primera y (2/5/07) para la segunda campafia. Las panojas
se cortaron manualmente con una tijera de podar y se secaron en zarandas.

Con posteridad a la trilla se limpiaron las semillas con zarandas y ventiladores y se

tamizaron con un tamiz de 1 mm de diametro.

2.2.9. Monitoreo de las lesiones foliares

El cultivo se monitored semanalmente para detectar las primeras lesiones foliares y
analizar el agente etioldgico que las producia. Las hojas sintomaticas se recolectaron y
llevaron al laboratorio para su procesamiento y posterior analisis.

De las hojas lesionadas se tomaron pequefios trozos de tejido (5%5 mm), se
desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min y enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril, se secaron y colocaron en placas de Petri conteniendo
APG 2 %, incubandose en camara de cultivo a 25+2 °C, con un fotoperiodo de 12 h luz

durante siete dias. Luego de la incubacion se analizaron macroscopica y
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microscopicamente las colonias desarrolladas para identificar los patdgenos a nivel
genérico.

Para caracterizar a los aislamientos del género Alternaria, se utilizaron cultivos
monosporicos incubados en placas de Petri con APZ y en Diclordan Rosa de bengala
sacarosa y extracto de levadura (DRYES) durante siete dias a 25+2 °C con un fotoperiodo
de 8 h luz y 16 h de oscuridad (Andersen et al., 2001; Simmons, 2007). Al finalizar el
periodo de incubacidn, se examinoé el color de las colonias en ambos medios.

El patron de esporulacion de los aislamientos se analiz6 en las colonias
desarrolladas en APZ con un microscopio estereoscopico (lupa), observandose el nimero
de ramificaciones de las cadenas de conidios.

Las caracteristicas morfobiométricas como tamafio, forma y disposicion de los
conidios, aspecto, color, ornamentacidon, nimero de tabiques transversales y longitudinales,
caracteristicas del conidiéforo se analizaron en un microscopio Optico (Carl Zeiss

4033699) con un aumento de 500X.

2.2.10. Variables epidemioldogicas y agronémicas examinadas
Para evaluar el efecto de los tratamientos se cuantificaron y analizaron variables

epidemioldgicas y de interés agronémico en tres etapas:

0,03 0,2 0,6

a

Figura 2.1. Manchas foliares (etapa inicial del tizon
foliar) en amaranto (a); Escala diagramatica
utilizada para evaluar la severidad de manchas
foliares (b) (Fuente Leite y Amorin, 2002).

En la primera etapa: se realizaron ocho evaluaciones cada siete dias en el cultivo.
De cada unidad experimental, se seleccionaron al azar nueve plantas en las cuales se

analiz6 el total de hojas, determinandose la cantidad afectadas por tizén (incidencia) y

45



porcentaje de tejido dafiado (severidad del tizon). Esta ultima se evalud en los estadios
iniciales (Fig. 2.1), utilizandose la escala de Leite y Amorin (2002).
En estados mas avanzados se evaluo visualmente el porcentaje de area foliar

afectada (severidad) en forma directa (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Hojas de amaranto afectadas
por tizén foliar ocasionado por Alternaria
alternata.

En la primera etapa y en cada campaia se evaluaron las siguientes variables:

2.2.10.1. Incidencia de hojas afectadas por manchas confluyentes o atizonadas
La incidencia de las hojas atizonadas o confluyentes (mtin), se calcul6 mediante la
formula:

) N2 de hojas afectadas por tizon
mtin = - * 100
Total de hojas

2.2.10.2. Severidad de hojas afectadas por tizon foliar
El grado de severidad del tizon foliar (mtse) se calculd considerando el porcentaje
visual de area foliar afectada (% severidad). Para calcular la severidad promedio por planta

se aplico la siguiente formula:

. Y.(N2 de hojas afectadas por tizdn foliar x severidad (%) )
mtse =

Total de hojas analizadas por planta
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2.2.10.3. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad

Los valores de incidencia (mtin) y de severidad (mtse) fueron utilizados para
calcular el area bajo la curva de progreso del tizon foliar (ABCPE) para incidencia (MTIN)
y severidad (MTSE). Estos valores se calcularon mediante el modelo de integracion

trapezoidal (Campbell y Madden, 1990), de acuerdo a la formula general:

=1
_5 (it Vi
ABCDE = 3 (=221 (t,,~ )
Donde: n: es el numero de evaluaciones, y: es la proporcion de la enfermedad y (ti+- t;) es

el intervalo entre dos evaluaciones consecutivas.

La primera variable MTIN corresponde al ABCPE del tizon foliar calculada en base
a la incidencia de hojas afectadas por tizon foliar (mtin) mientras que la variable MTSE

corresponde al ABCPE calculada en base a la severidad del tizon foliar (mtse).

En la segunda etapa: durante la cosecha y a partir de nueve plantas tomadas al
azar en cada unidad experimental se evalu6 altura de la planta (ALT) y longitud de la

panoja (LP).

En la tercera etapa: en la post-cosecha se evaluaron las siguientes variables:

2.2.10.4. Rendimiento de semillas

Para obtener el rendimiento de las semillas de cada uno de los tratamientos de las
tres repeticiones, se cosecharon las panojas de 1 m” de cada una de las tres parcelas. Se
secaron sobre zarandas y trillaron manualmente. Las impurezas se eliminaron pasando lo
trillado por tamices y con un ventilador. Se tomaron muestras de las semillas para
determinar el porcentaje de humedad y se ajustd el rendimiento por planta a un contenido

de humedad equivalente al 12 %.

2.2.10.5. Materia fresca

Para determinar la materia fresca (MV) se cosecharon tres parcelas de 1 m’ por
tratamiento. Las muestras compuestas por hojas y tallos, se pesaron inmediatamente
después de cosecharse. El promedio de las tres muestras constituyd el peso de la materia

fresca por metro cuadrado.
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2.2.10.6. Materia seca por metro cuadrado
Para determinar la materia seca por metro cuadrado (MS), se tomaron tres muestras
de materia verde se secaron en estufa a 70 °C hasta peso constante. Con el promedio de las

tres muestras se calculo la materia seca

2.2.10.7. Peso de 1000 semillas
Para calcular el peso de 1000 semillas (PM), se tomaron al azar, tres muestras de
1000 semillas cada una por tratamiento, se secaron en estufa hasta peso constante y

posteriormente se ajustd a un 12 % de contenido de humedad.

2.2.10.8. Poder germinativo de las semillas

Para determinar el poder germinativo de las semillas (PG), se tomaron muestras de
400 semillas por cada tratamiento se sembraron en bandejas sobre papel prehumedecido
(blotter test) y se colocaron en camara de germinacion a 20/30 °C con un fotoperiodo de
12/12 h luz-oscuridad durante siete dias. Posteriormente, se contaron cantidad de semillas
germinadas y el porcentaje de plantulas normales y anormales seglin lo establecidos por las

normas ISTA 2018.

2.2.10.9. Incidencia de semillas afectadas por Alternaria spp.

La incidencia de las semillas de amaranto afectada por Alternaria spp. (IN1), se
evalué tomando muestras de 400 semillas por tratamiento, se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante cinco min y se enjuagaron con agua
destilada estéril. Se sembraron sobre papel humedecido en bandejas 100 semillas por cada
repeticion de los tratamientos. Las bandejas se incubaron a 25 °C con 12 h de luz negra
durante siete dias. Al finalizar la incubacion se evalu6 el nimero de semillas contaminadas
por Alternaria spp. con la lupa binocular.

Los datos se expresaron en porcentaje de semillas contaminadas por Alternaria

(incidencia).

2.2.11. Analisis de datos de las variables epidemiologicas y de interés agronémico
2.2.11.1. Analisis de los datos

En primera instancia se evaluaron los datos correspondientes a tres variables
epidemiologicas MTIN, MTSE e IA1 y siete variables de interés agronémico ALT, LP,
REN; MV; MS; PM y PG las cuales fueron sometidas a un analisis exploratorio de los
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componentes principales en forma simultdnea con todas las variables evaluadas en base a
la matriz de correlaciones de promedios de las variables estandarizadas.

El anélisis de componentes principales fue realizado con diez variables
correspondientes al Area bajo la curva de progreso de la enfermedad en relacion a la
incidencia del tizon foliar; severidad de atizonamiento; altura de planta a cosecha; largo de
panoja; rendimiento por metro cuadrado expresado en g de semilla; materia fresca
expresado en g/m’; materia seca expresado en g/m’; poder germinativo; peso de 1000
semillas e incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp. .

Los tratamientos se consideraron como variables de clasificacion y la dispersion de
los tratamientos y variables analizadas se grafico sobre un plano con dos componentes

principales (CP1 y CP2).

2.2.11.2. Analisis de Conglomerados

Para el analisis de conglomerados (AC) se emple6 la matriz de distancias
Euclideas. La seleccion del método jerdquico de agrupamiento se realizd a través del
coeficiente de correlacion cofenética (Sokal y Rohlf, 1962).

En segunda instancia se realizd un andlisis de varianza para cada variable en
particular. En todos los casos se analizaron los supuestos de normalidad, homogeneidad de
varianzas y aditividad. Cuando no se cumplio el supuesto de homogeneidad de varianzas,
se emplearon modelos mixtos con una matriz de errores diagonal heterogénea segin
region, en el ANOVA (Mc Culloch y Searle, 2001). Las diferencias entre tratamientos se
calcularon mediante las pruebas de comparaciones multiples de Tukey (varianzas
homogéneas) o Tukey-Kramer (varianzas heterogéneas).

Como prueba adicional de comparacion de tratamientos, se utilizé la técnica de
contrastes ortogonales, evaluandose las siguientes comparaciones (Tabla 2.3). Todos los
analisis se realizaron con los programas estadisticos software InfoStat (Di Rienzo et al.,
2018) y SAS (SAS, 2016) y con un nivel de significacion del 5 %.

Tabla 2.3. Contrastes ortogonales entre
los grupos de tratamientos T1 a T7.

Contrastes grupos de tratamientos

1 T1vsT2aT7

2 T1vs T2

3 T2 vs T3,T4,T5,T6,T7
4 T4:T3,T4,T6 vs T7

5 T2 vs TS

T1 a T7: Tratamiento 1 a Tratamiento 7.

49



2.2.11.3. Analisis estadistico individual de variables epidemiologicas y agronomicas
realizado en forma combinada para las dos campaiias

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las variables estudiadas, se
empled un disefio en bloques al azar en arreglo factorial (factor 1: tratamientos; factor 2:
campafas) con tres repeticiones considerando a los 7 tratamientos como efectos fijos y a
los bloques anidados en campanas. Se realizd el andlisis individual de un total de 10

variables segun el siguiente modelo:

Modelo

yik= WL + ai+ yj+ @)+ By +eix i=1, ..., 7 ji=1,2 k=1,..,3

donde:
yiik respuesta correspondiente al i-ésimo tratamiento, el k-ésimo bloque anidado en la j-
ésima campana.
u  promedio general.
a;  efecto del tratamiento i.
¥i efecto de la campania j.
(ay);j efecto de la interaccion entre el tratamiento 1y la campania j.
Bk efecto del k-ésimo bloque anidado en la j-ésima campafia.
gijk  error aleatorio correspondiente al i-ésimo tratamiento, el k-ésimo bloque anidado en
la j-ésima campaiia.
Brg) ~ N(0, 07).
€ ~N(0, R).
R es la matriz de varianzas y covarianzas del vector de errores.
a. En el andlisis de las variables, MTIN ALT y MV, considerando que las varianzas
son homogéneas, se empled R =1 ¢~
b. En el andlisis de las variables: MTSE, PG y PM, considerando que las varianzas de
los tratamientos eran heterogéneas, se utilizd una matriz R diagonal con varianzas
diferentes para cada tratamiento R = .
c. En el analisis de las variables DBT, REN, MS e IAl, considerando que las
varianzas de los tratamientos en cada campafia resultaron heterogéneas, se emple6
una matriz R diagonal de varianzas diferentes para cada tratamiento y

campafia. R = 0.
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2.2.11.4. Seleccion de los tratamientos en los ensayos a campo

Para la seleccion final de los tratamientos se tuvieron en cuenta tres indices' ad hoc,
con el proposito de contar con mayores elementos de juicio para una clasificacion final de
los tratamientos a modo de sintesis de los resultados alcanzados. Se utilizaron los
siguientes indices: a) indice relativo de las variables (IRV); b) indice relativo porcentual
promedio de las variables epidemioldgicas (IRPPVE) y c¢) indice relativo porcentual
promedio de las variables agronémicas (IRPPVA). El célculo de los indices citados se

desarroll6 en tres etapas:

2.2.11.4.1. En la primera etapa

Para el calculo del indice relativo de variables (IRV), se tuvieron en cuenta los
resultados de ambas campanas para cada variable en particular segun la prueba de Tukey-
Kramer.

El procedimiento seguido para la obtencion del IRV consistié en la asignacion del
valor 1 solo para aquellos tratamientos que, en ambas campanas, se diferenciaron del
tratamiento control en cada una de las variables analizadas. Posteriormente se realiz6 la
sumatoria de todos los puntos obteniéndose un indice. A partir de los valores numéricos
(IRV) se realizd una preseleccion de los tratamientos, estableciéndose como valor de corte

> 6.

2.2.12.4.2. En la segunda etapa

A partir de los tratamientos preseleccionados se calcularon dos nuevos indices: el
indice relativo porcentual promedio de variables epidemioldgicas (IRPPVE) en el cual se
cuantificaron para cada variable las diferencias relativas porcentuales con respecto al

control. Las variables epidemiologicas consideradas fueron: MTIN, MTSE e IA1.

2.2.11.4.3. En la tercera etapa
Se calculd el indice relativo porcentual promedio de variables agrondmicas
(IRPPVA), para lo cual se cuantificaron las diferencias relativas porcentuales de cada

tratamiento con respecto al control de las variables agronémicas: REN, MV, MSy PG.

'El término indice hace referencia al agrupamiento de las medidas de diversas variables. Numero con que se
representa convencionalmente el grado de intensidad de una determinada cualidad o fendmeno. Permite
asignar un valor a la calidad, o al aspecto al que se haga referencia, utilizando un niimero especifico de
parametros, es una expresion matematica que permite indicar las caracteristicas de un fendmeno que no
puede ser medido de manera directa. Un indice permite hacer comparaciones ( Guitton, 1960).
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Para la seleccion final de los tratamientos se tuvo en cuenta los tratamientos que
obtuvieron los maximos valores en los indices IRPPVE e IRPPVA. Es decir, se
seleccionaron los tratamientos cuya aplicacion redujeron los valores de variables

epidemiologicas y que a su vez incrementaron los valores de las variables de interés

agrondmico.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Evaluacion in vitro de los fungicidas

A continuacion se muestran los resultados de las variables analizadas:
2.3.1.1. Inhibicion del crecimiento micelial por efecto de los fungicidas

El analisis estadistico del porcentaje de inhibicidon del crecimiento micelial (PIM),
mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos de los funguicidas carboxin+thiram,
sulfato de cobre pentahidratado y difenoconazole (F=237,39; gl=35; p<0,0001; CV: 4,65
%) (Tabla 2.4).

A su vez, la prueba de Tukey senalé que todos los tratamientos afectaron el
desarrollo micelial de 4. alternata con valores que oscilaron entre 9,86 y 68,61 % (Tabla
2.4). destacandose los tratamientos a base de carboxin+thiram por registrar los maximos

valores de inhibicion.

Tabla 2.4. Porcentaje de inhibicion de desarrollo micelial de Alternaria
alternata con diferentes concentraciones de los fungicidas carboxin+thiram,
sulfato de cobre pentahidratado y difenoconazole.

Fungicidas ppm (ia) PIM (%) +SD
carboxin+thiram 400 68,61 1,99 a
carboxin+thiram 600 67,38 3,23 a
carboxin+thiram 500 65,25 4,77 a
sulfato de cobre pentahidratado 700 37,38 6,12 b
sulfato de cobre pentahidratado 500 36,15 7,35 b
difenoconazole 700 33,57 7,62 b
difenoconazole 500 27,97 5,78 b c
difenoconazole 250 14,67 8,62 C
sulfato de cobre pentahidratado 250 9,86 7,51

PIM:Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, SD: desvio estandar; dms:14,85.

Medias con una letra en comin no son estadisticamente diferentes entre si.

El fungicida carboxin+thiram en sus tres concentraciones (400, 500 y 600 ppm i,a)
inhibi6 el crecimiento micelial de A. alternata con valores superiores al 65 %, no
hallandose diferencias significativas (p>0,05), seglin la prueba de Tukey (dms: 14,85; CME:
38,97; gl: 27, CV: 15,57 %) entre las tres concentraciones analizadas (Tabla 2.4).

En el caso del sulfato de cobre pentahidratado y del difenoconazole, tuvieron

diferencias significativas entre las concentraciones analizadas. La menor concentracion de
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cada uno de ellos tuvo menor efecto en relacion a las dos concentraciones restantes, es
decir que a medida que se incrementaba la concentracién de cada uno de los fungicidas, se
incrementaba la toxicidad sobre el patdégeno. En este caso, la efectividad de los fungicidas
estaba directamente relacionada a la concentracion del ingrediente activo.

Si se considera el promedio de las tres concentraciones analizadas, el sulfato de
cobre pentahidratado inhibi6 el crecimiento micelial en un 27,7 % y el difenoconazole en
un 25 % en relacion al control (Tabla 2.4).

Los tratamientos menos efectivos (Tabla 2.4), fueron el difenoconazole 250 ppm

(14,67 %) y sulfato de cobre pentahidratado 250 ppm (9,86 %).

2.3.1.2. Inhibicion de la germinacion de los conidios por efecto de los fungicidas

Todos los fungicidas afectaron la germinacion de los conidios de A. alternata
(PIG), con valores superiores al 80 % en relacion al tratamiento control o testigo, para el
que se considerd con un valor de 0 de eficacia del control (Tabla 2.5; Tabla 2.6 y Tabla
2.7).

Tabla 2.5. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de
cobre pentahidratado y difenoconazole sobre el porcentaje de
inhibicion de la germinacion de conidios de Alternaria alternata a
las 6 h de la incubacion.

Fungicidas ppm (ia) PIG <+SD

sulfato de cobre pentahidratado 500 92,54 1,5 a
sulfato de cobre pentahidratado 700 92,16 16 a

sulfato de cobre pentahidratado 250 91,47 13 a b
difenoconazole 500 90,45 1,1 a b ¢
difenoconazole 250 87,23 2,8 b ¢
difenoconazole 700 86,52 1,5 c
carboxin+thiram 500 81,55 1,7
carboxin+thiram 400 81,55 2,9
carboxin+thiram 600 80,13 1,1

b

PIG: Porcentaje de inhibicion de la germinacion de conidios;.SD: desvio
estandar; dms: 4,35. Medias seguidas por una letra en comun no son
estadisticamente diferentes entre si.

El andlisis estadistico de la primera evaluacion del porcentaje de inhibicion de la
germinacion de conidios de A. alternata, realizada a las 6 h de incubacién, mostro

diferencias significativas entre los tratamientos (gl=35; F=31,87; p<0,0001; CV: 2,10 %).
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A su vez, la prueba de Tukey expresé diferencias significativas (p>0,05) entre las
concentraciones de los fungicidas para el porcentaje de inhibicion de germinacion de los
conidios, en relacion al control (Tabla 2.5).

El sulfato de cobre pentahidratado a las 6 h de incubacion afect6 la germinacion de
los conidios de A. alternata siendo el mas eficiente seguido por el difenoconazole y en
ultimo lugar el carboxin+thiram.

En la segunda evaluacion, realizada luego de 12 h de incubacidn, el analisis
estadistico mostro diferencias significativas entre los tratamientos (gl=35; F=25,88;
p<0,0001; CV: 2,19 %). A su vez, la prueba de Tukey mostré diferencias significativas

(p>0,05) entre las concentraciones de los fungicidas (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de cobre
pentahidratado y difenoconazole sobre el porcentaje de inhibicién de la
germinacion de conidios de Alternaria alternata a las 12 h de la

incubacion.
Fungicidas ppm(ia) PIG +SD
sulfato de cobre pentahidratado 500 91,70 24 a
sulfato de cobre pentahidratado 700 91,01 1,6 a b
sulfato de cobre pentahidratado 250 91,01 1,6 a b
difenoconazole 500 88,86 04 a b c
difenoconazole 250 86,93 3,3 b ¢
difenoconazole 700 86,19 0,5 C
carboxin+thiram 400 82,06 2,8 d e
carboxin+thiram 600 81,37 1,5 e
carboxin+thiram 500 80,68 0,7 e

ppm: parte por millon; PIG: porcentaje de inhibicion de la germinacion de conidios;
SD: desvio estandar; dms: (4,52). Medias seguidas por una letra en comun no son
estadisticamente diferentes entre si.

En la tercera evaluacion realizada a las 18 h de incubacidn, el analisis estadistico
mostro diferencias significativas entre los tratamientos y el control (gl=35; F=2588,
p<0,0001; CV: 2,16 %). Los porcentajes de inhibicion en relacion al control oscilaron entre
81 a 91 %, hallandose diferencias significativas entre las concentraciones de los fungicidas

en relacion al control segtin la prueba de Tukey (p>0,05) (Tabla 2.7).
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Tabla 2.7. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de cobre
pentahidratado y difenoconazole sobre el porcentaje de inhibicion de la
germinacion de conidios de Alternaria alternata a las 18 h de la

incubacion.

Fungicidas ppm(ia) PIG <+SD

sulfato de cobre pentahidratado 250 90,71 1,65

sulfato de cobre pentahidratado 500 90,70 1,77

difenoconazole 500 89,39 0,36 b

sulfato de cobre pentahidratado 700 89,38 2,26 b
difenoconazole 250 86,07 2,69 b ¢
difenoconazole 700 84,75 1,49 c d
carboxin+thiram 600 80,80 1,00 d
carboxin+thiram 400 80,80 2,37 d
carboxin+thiram 500 80,75 1,99 d

ppm: parte por millon; PIG: Porcentaje de inhibicion de la germinacion de
conidios; SD: desvio estandar;dms: 4,2, Medias seguidas por una letra en comun
no son estadisticamente diferentes entre si.

Los resultados obtenidos en las tres evaluaciones mostraron un 6ptimo control de la

germinacion de los conidios de A. alternata por todos los fungicidas especialmente por el

sulfato de cobre pentahidratado en sus tres concentraciones.

2.3.1.3. Poder germinativo de las semillas de amaranto tratadas con fungicidas

El andlisis estadistico del poder germinativo de las semillas de amaranto (PG),

mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (gl: 39; F: 432,04; p<0,0001; CV:
9,23 %). A su vez, la prueba de Tukey (dms: 18,53; CME: 59,06; gl: 30) mostrd

diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre el tratamiento control (agua

destilada) y los fungicidas.

Los tratamientos incrementaron la germinacién de las semillas con valores que

oscilaron entre el 33 y 60 % en relacion al control (Tabla 2.8).
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Tabla 2.8. Poder germinativo de semillas de amaranto
tratadas con los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de
cobre pentahidratado, difenoconazole y el control.

Fungicidas ppm(ia) PG =SD
difenoconazole 500 93 2,00 a
sulfato de cobre pentahidratado 250 92 5,66 a
difenoconazole 250 92 5,66 a
carboxin+ thiram 400 88 7,30 a

sulfato de cobre pentahidratado 500 85 10,00 a
sulfato de cobre pentahidratado 700 85 7,57 a

difenoconazole 700 84 5,66 a
carboxin+thiram 500 79 11,94 a
carboxin+thiram 600 77 8,25 a
control 0 58 8,33 b

ppm: parte por millon; PG: Poder germinativo; SD: desvio
estandar; dms:18,53.Medias seguidas por una letra en comuin no
son estadisticamente diferentes entre si.

2.3.1.4. Efectos de los fungicidas en el largo de la radicula en plantulas

El andlisis estadistico mostrd diferencias significativas entre los tratamientos con
fungicidas y el control (gl: 39; F: 3,45; p<0,005; CV: 11,15 %). A su vez, en la prueba de
Tukey no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control pero si
entre los tratamientos a base de carboxin+thiram 250 ppm y difenoconazole (700 ppm) y
entre sulfato de cobre pentahidratado 250 ppm y difenoconazole (700 ppm) (Tabla 2.9).

El tamano de la radicula oscil6 entre 1,9 cm (carboxin+thiram 250 ppm) a 2,8 cm
(difenoconazole 700 ppm) (Tabla 2.9).

El tratamiento con difenoconazole con 700 ppm tuvo mayor desarrollo de la
radicula diferenciandose a su vez del resto de los tratamientos (Tabla 2.9).

Semillas tratadas con 250 y 700 ppm de difenoconazole tuvieron mayor desarrollo

del sistema radicular que las tratadas con 250 ppm de carboxin+thiram.
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Tabla 2.9. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de
cobre pentahidratado y difenoconazole sobre la longitud de la
radicula de las plantulas de amaranto.

Fungicidas ppm (ia) LR (cm) +SD
carboxin+thiram 250 1,91 0,26 a
sulfato de cobre pentahidratado 250 2,12 036 a b
carboxin+thiram 600 2,37 0,38 a b ¢
Control 0 2,40 0,29 a b ¢
difenoconazole 500 243 0,18 a b ¢
sulfato de cobre pentahidratado 500 2,46 0,27 a b ¢
sulfato de cobre pentahidratado 700 2,46 0,32 a b c
carboxin+thiram 500 2,55 0,05 a b c
difenoconazole 250 2,63 0,14 b c
difenoconazole 700 2,80 0,25 C

ppm: parte por millon; LR: largo de raiz, SD: desvio estandar
dms:0,64. Medias seguidas por una letra en comun no son
estadisticamente diferentes entre si.

2.3.1.5. Efectos de los fungicidas en el largo del hipocétilo en plantulas
El andlisis de la varianza mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (gl: 39; F: 4,55; p<0,0008; CV: 6,9 %). A su vez, en la prueba de Tukey

no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control (Tabla 2.10)

Tabla 2.10. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato de
cobre pentahidratado y difenoconazole sobre la longitud del
hipocétilo de plantulas de amaranto.

Fungicidas ppm (ia) LH (cm) +SD

sulfato de cobre pentahidratado 250 1,20 0,06 a

sulfato de cobre pentahidratado 700 1,29 0,06 a b

control 0 1,32 0,09 a b c
difenoconazole 250 1,32 0,09 a b c
difenoconazole 500 1,34 0,13 a b c
carboxin+thiram 400 1,35 0,11 a b ¢
carboxin+thiram 500 1,36 0,04 a b c
difenoconazole 700 1,44 0,09 b ¢
carboxin+ thiram 700 1,50 0,06 b ¢
sulfato de cobre pentahidratado 500 1,53 0,15 C

ppm: parte por millon; LH: largo hipocétilo; SD: desvio estandar;
dms: 0,22. Medias seguidas por una letra en comin no son
estadisticamente diferentes entre si.
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Si bien hubo diferencias significativas entre algunos de los tratamientos con
respecto a la longitud del hipocoétilo, no se tuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos y el control (Tabla 2.10).

La longitud del hipocétilo oscilo entre 1,20 a 1,53 cm. La mayor longitud del
hipocétilo (1,53 cm), se registr6 con la concentracion intermedia de sulfato de cobre

pentahidratado (500 ppm).

2.3.1.6. Incidencia de los fungicidas en el peso seco de las plantulas

El anélisis de la varianza para el peso seco de las plantulas (PS), no tuvo diferencias
significativas entre los tratamientos (gl: 39; F: 1,64; p<0,148; CV: 12,87 %)

El peso seco por plantula oscild entre 0,47 a 0,63 mg (Tabla 2.11), no registrandose

diferencias significativas entre los tratamientos segun la prueba Tukey.

Tabla 2.11. Efecto de los fungicidas carboxin+thiram, sulfato
de cobre pentahidratado y difenoconazole sobre el peso seco
de plantulas de amaranto.

Fungicidas ppm (ia) PS/pl (mg) +SD

carboxin+thiram 600 0,47 0,084 a
control 0 0,52 0,100 a
sulfato de cobre pentahidratado 500 0,54 0,035 a
difenoconazole 700 0,55 0,046 a
sulfato de cobre pentahidratado 700 0,56 0,088 a
difenoconazole 250 0,56 0,090 a
difenoconazole 500 0,57 0,068 a
carboxin+thiram 500 0,60 0,058 a
sulfato de cobre pentahidratado 250 0,62 0,080 a
carboxin+thiram 400 0,63 0,031 a

ppm: parte por millon; PS/pl: peso seco por planta; SD: desvio
estandar. dms: 18,53. Medias seguidas por una letra en comun no
son estadisticamente diferentes entre si.

2.3.1.7.Inhibicion de la contaminacion por Alternaria spp. de las semillas de amaranto
tratadas con fungicidas
El andlisis de la varianza indic6 diferencias entre los tratamientos (gl: 35; F: 16,13;

p<0,0001; CV: 5,93 %).
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A su vez, la prueba de Tukey marcéd diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre el tratamiento con sulfato de cobre pentahidratado 250 ppm y el resto de los
tratamientos, siendo el menos efectivo para controlar A. alternata (Tabla 2.12).

Todos los fungicidas redujeron la contaminacién de las semillas previamente
inoculadas con conidios de A. alternata (Tabla 2.12). Los tratamientos, exceptuando al
carboxin+thiram (400 ppm) y sulfato de cobre pentahidratado (250 ppm) tuvieron una
efectividad superior al 80 % (Tabla 2.12).

Los valores correspondientes al porcentaje de inhibicion de contaminacion de semillas por

A. alternata en relacion al control oscilaron entre 59,40 a 91,78 %.

Tabla 2.12. Efecto de los fungicidas carboxintthiram, sulfato de
cobre pentahidratado y difenoconazole sobre la incidencia de
Alternaria alternata en semillas de amaranto.

Fungicidas ppm (ia) PI  +£SD
carboxin+thiram 500 91,78 3,49 a
difenoconazole 700 91,59 6,34 a
carboxin+thiram 600 87,64 6,19 a b
sulfato de cobre pentahidratado 700 86,70 3,16 a b
sulfato de cobre pentahidratado 500 86,22 3,46 a b
difenoconazole 500 83,27 5,35 a b
difenoconazole 250 80,92 5,41 a b
carboxin+thiram 400 78,42 4,75 b
sulfato de cobre pentahidratado 250 59,40 4,92 C

PI= porcentaje de inhibicion; SD: desvio estandar; dms: 11,68. Medias
seguidas por una letra en comin no son estadisticamente diferentes entre si.

2.3.1.8. Seleccion de los fungicidas in vitro

Del total de tratamientos evaluados (Tabla 2.13), se seleccionaron al
carboxin+thiram (500 ppm), difenoconazole (700 ppm) y sulfato de cobre pentahidratado
(500 ppm). El peso seco de las plantulas, no se tuvo en cuenta para la seleccion de los
tratamientos, debido a que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos y el control.

Los tratamientos seleccionados se caracterizaron por:
a) Inhibir el desarrollo del micelio de 4. alternata (valores>30%).
b) Inhibir la germinacion de los conidios de A4. alternata (valores>80%).
¢) Incrementar el poder germinativo (valores>36%).
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d) Disminir la contaminacion de las semillas (valores>86%).

Tabla 2.13. Variables relativas utilizadas para seleccionar los fungicidas por su efectividad
biologica sobre Alternaria alternata y su inocuidad en semillas y plantulas de amaranto.

cc PIM PIG PG PI
Fungicidas ( ppm ia) (%) (%) (%) (%)
carboxin+thiram 400 68,61la 81,55 d 88 a 78,42 b
carboxin+thiram 500 65,25a 81,55 d 79 a 91,78 a
carboxin+thiram 600 67,38a 80,13 d 77 a 87,64 ab
difenoconazole 250 14,67 cd 87,23 be 92 a 80,92 ab
difenoconazole 500 2797 bce 90,45abc 93 a 83,27 b
difenoconazole 700 33,57 b 86,52 ¢ 84 a 91,59 a
sulfato de cobre pentahidratado 250 9,86 d 91,47ab 92a 59,40 ¢
sulfato de cobre pentahidratado 500 36,15 b 92,54a 85a 86,22 ab
sulfato de cobre pentahidratado 700 37,38 b 92,16a 85 a 86,70 ab
Control 0 -—- -—- 58 b --

cc: concentracion; ppm parte por millon; ia: ingrediente activo; PIM: Porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial de 4. alternata; P1G: Porcentaje de inhibicion de germinacion de conidios de A.
alternata a las 6 h de incubacion; PG: Porcentaje de germinacion de semillas de amaranto; PI:
Porcentaje de inhibicion de contaminacion de semillas por Alternaria spp.

2.3.2. Identificacion de antagonistas nativos de Alternaria alternata
Las caracteristicas morfobiométricas y culturales de los potenciales antagonistas de

A. alternata utilizada en los ensayos se describen a continuacion:

2.3.2.1. Chaetomium globosum Kunze

2.3.2.1.1. Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomicetes

Orden: Sordariales

Familia: Chaetomiaceae

Género: Chaetomium

Especie: globosum

2.3.2.1.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Chaetomium globosum
a) Caracteristicas macroscopicas
Las colonias desarrolladas en medio de Agar papa glucosado (2%), mostraron un

color blanquecino al principio y posteriormente olivaceo (Fig. 2.3a).

61



b) Caracteristicas microscopicas

El ascoma peritecial ostiolado (Fig. 2.3b) de color castafio oscuro de 160-300 pm
con numerosos pelos flexuosos de 2 a 4 um, castafios, ornamentados. Las ascos
claviformes, pedicelados, 8 esporado, 30-45 x 10-15 um, evanescentes. Las ascosporas de
formas limoniformes, biapiculadas, gutuladas, unicelulares, castafias a la madurez de 9-11

x 7-9 x 5-7 pm (Fig. 2.3c).

Figura 2.3. Colonia identificada morfolégicamente como Chaetomium
globosum en medio APG (a); peritecio (b); ascosporas y pelos flexuosos (c).

2.3.2.2. Epicoccum nigrum Link syn Epicoccum purpurascens Ehrenb
2.3.2.2.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Dothidiomicete

Orden: Pleosporales

Familia: Didymellaceae

Género: Epicoccum

Especie: nigrum

2.3.2.2.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Epicoccum nigrum
a) Caracteristicas macroscopicas

Las colonias desarrolladas en medio de APG (2 %) muestran un aspecto
algodonoso o afelpado de color amarillo anaranjado y al envejecer de color negro (Fig.
2.4a).
b) Caracteristicas microscopicas

Los conidiéforos escasamente pigmentados dan origen a conidios de forma globosa

verrugosos y esféricos (Fig. 2.4b), que alcanzan de 13 a 24 um de didmetro con una
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pigmentacion oscura y una superficie externa verrugosa con una base en forma de embudo

y varios tabiques transversales y verticales.

Figura 2.4. Colonia identificada morfoldgicamente como
Epicoccum nigrum en medio APG (a); conidios (b).

2.3.2.3. Trichoderma atroviride Karst (1892) teleomorfo: Hypocrea atroviridis Dodd,
Lieckfeldt y Samuels (2003)

2.3.2.3.1. Clasificacion taxonémica

Reino: Fungi

Phyllis: Ascomiceta

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Especie: atroviride

2.3.2.3.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Trichoderma atroviride
a) Caracteristicas macroscopicas

Las colonias de Trichoderma atroviride desarrolladas en APG son de color blanco
a blanco-verdoso tornandose posteriormente a un color verde, aspecto algodonoso con una

textura aterciopelada levemente correosa (Fig. 2.5a), sin pigmentos difusibles en el medio.

b) Caracteristicas microscopicas

Los conidioforos de 7,7-8 pm x 2-2,1 pum; son hialinos estan ramificados (Fig.
2.5b). Las ramificaciones se ubican en angulo recto fidlides sinuosas a menudo cilindricas
de 6 29,7 um x 1,8-3,5 um..Los conidios son de forma subglobosos a ovoidales de color

verde palido de 2,8 x 4 um X 2-3 um; Las clamidosporas son abundantes de forma
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globosas a subglobosas terminales o intercalares de 6 a 12 um de diametro. Las hifas son
hialinas y el micelio uniforme (Fig. 2.5¢).
El analisis morfobiométrico fue confirmado con el molecular realizado por el

laboratorio Macrogen (Anexo).

\‘_“;,' N o :

gicamente como

Trichoderma atroviride en medio APG (a); conidi6éforos
fidlides y conidios (b); Hifas hialinas, micelio uniforme (c).

2.3.3. Identificacion del agente etiologico del tizon foliar (Alternaria alternata)
2.3.3.1. Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi

Subreino: Dikarya

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes

Subclase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

Género: Alternaria

Especie: alternata

2.3.3.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Alternaria alternata
a) Caracteristicas macroscopicas

Las colonias de 4. alternata desarrolladas en APG son de color gris oscuro a negro
de aspecto algodonoso con una textura aterciopelada levemente correosa (Fig. 2.6a). El
patron de esporulacion es ramificado en medio APZ (Fig. 2.6b).

b) Caracteristicas microscopicas

El conidioforo principal simple o fasciculado, recto o doblado de 22 x 5 hasta 79 x

6 pm de largo y 2 x 0-4 x 9 um de ancho; conididforos secundarios cortos. Cadenas de 8 a
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12 conidios obpiriformes a elipsoides de 20-40 x 6-12 pm, con 3-8 tabiques transversales y
0-3 longitudinales (Fig. 2.6¢).
El tamafio promedio de los conidios (n=50) fue de 28,24 x 10,24 um; siendo el de mayor
tamafio de 40 x 16 pm y el de menor de 20 x 8 um; 3 tabiques transversales y 1
longitudinal; el didmetro del conidiéforo primario fue de 2,24 um; el diametro de
conidi6foro secundario 3,2 pm (Fig. 2.6¢).

El andlisis morfobiométrico se confirm6 con el molecular realizado por el

laboratorio de Macrogen (Anexo 6.2).

Figura 2.6. Colonia identificada morfolégicamente como
Alternaria alternata en medio de cultivo APG (a); patron de
esporulacion (b); conidios (c).

2.3.4. Efecto de los antagonistas sobre el crecimiento micelial de Alternaria alternata

El anélisis de la varianza evidencid diferencias significativas entre los antagonistas
(CM trat=910,07; F=124,42; p<0,0001; gl: 11; CV: 8,31 %).

El didmetro promedio de las colonias de A. alternata se redujo significativamente
por el accionar de los antagonistas a partir del tercer dia de la siembra, detectandose segun
el test de Tukey diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los antagonistas
(Tabla 2.14). De los antagonistas evaluados 7. atroviride se destacd por producir el mayor

porcentaje de inhibicion de crecimiento miceliar de las colonias de A. alternata.
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Tabla 2.14. Porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial de Alternaria alternata (POR1) en presencia
de los antagonistas.

Antagonista POR1 +SD
T. atroviride 49,63 2,7 a

C. globosum 2690 2.8 b
E. nigrum 21,11 2,7 ¢

SD: desvio estandar; dms: 5,33. Medias seguidas por una
letra en comin no son estadisticamente diferentes entre si.

2.3.5 Interacciones hifales:
La observacion microscopica de la zona de interferencia entre A. alternata con cada

uno de los antagonistas, luego de siete dias de incubacion, se detallan a continuacion:

2.3.5.1 Interaccion entre C. globosum y A. alternata

De la observacion microscopica de la zona de interaccion del cultivo apareado entre
A. alternata y C. globosum (Fig. 2.7a), se observaron escasos conidios de A. alternata con
formas aberrantes; lisis celular; enrollamiento de las hifas de 4. alternata con las hifas de
C. globosum (Figura 2.7b) y vacuolizacion del citoplasma de las hifas de A. alternata

(Figura 2.7b y 2.7¢).

Figura 2.7. Cultivo apareado de A4. alternata y C. globosum (a); hifas de C.
globosum enrolladas alrededor de las hifas de A. alternata (b); vacuolas en el
citoplasma de las hifas de A. alternata (c).

2.3.5.2 Interaccion entre E. nigrum 'y A. alternata
De la observacion microscopica de la zona de interaccion en el cultivo apareado
entre E. nigrum y A. alternata, tuvo menor crecimiento miceliar A. alternata (Fig 2.8a), los

conidios eran escasos, deformes, y con tincion del medio. Se observaron hifas de E. nigrun
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creciendo paralelamente a las hifas de A. alternata (Fig 2.8b) y posteriormente
enrollamiento de las hifas de E. nigrun alrededor de las hifas de A. alternata con el

citoplasma granulado (Fig. 2.8c).

Figura 2.8. Cultivo apareado de A. alternata + E.nigrum donde se observa
halo de inhibicion (a); hifas de E. nigrum alrededor de las hifas de 4.
alternata (b); hifas de E. nigrum enroscando a las hifas de 4. alternata (c).

2.3.5.3 Interaccion entre T. atroviride y A. alternata

Del andlisis microscopico de la zona de interaccion entre 7. atroviride y A.
alternata se observd un menor desarrollo de 4. alternata (Fig 2.9a) asi como variaciones
en el grosor del micelio y menor produccién de conidios. En el caso de 7. atroviride hubo

un incremento en la produccion de conidios y de clamidosporas.

Figura 2.9. Cultivo apareado de A. alternata y Trichoderma atroviride
donde se observa halo de inhibicion (a); Enrollamiento de hifas de A.
alternata y formacién de clamidosporas de 7. atroviride (b); Formacion
de ganchos o apresorios (c); Penetracion de hifas de 7. atroviride en
hifas de A. alternata causando lisis celular (d).

Ademas, se observd micoparasitismo desarrollado a través del entrelazamiento de

hifas de T. atroviride sobre las hifas de 4. alternata (Fig. 2.9b); formacion de ganchos o
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apresorios por parte de 7. atroviride (Fig 2.9¢), penetracion de las hifas de 7. atroviride

produciendo la lisis celular y colonizacion de las hifas de A. alternata (Fig 2.9d).

2.3.6. Efecto de los antagonistas E. nigrum, C. globosum, T. atroviride aplicados en
semillas de amaranto
2.3.6.1 Porcentaje de germinacion

El anélisis estadistico mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos para el
porcentaje de semillas germinadas de amaranto (CM trat: 2368,23; F: 51,04; p<0,0001 gl:
15;¢v: 9,69 % ).

Tabla 2.15. Efecto de los antagonistas E.
nigrum, C. globosum, T. atroviride en la
germinacion de semillas.

Antagonistas PG (%) SD

E. nigrum 46,25 + 5,06 a
C. globosum 52,50 + 526 a
Control 90,00 + 9,52 b
T. atroviride 92,50 + 6,45 b

PG: Poder germinativo; SD: desvio estandar; Medias
seguidas por una letra en comun no difieren
estadisticamente entre si.

El porcentaje de germinacion oscil6 entre 46,25 a 92,50 %, resultando las semillas
tratadas con C. globosum y E. nigrum las que registraron menor porcentaje de germinacion
en relacion a las semillas no tratadas (control) o tratadas con 7. atroviride en las cuales la
germinacion fue del 92,50 % (Tabla 2.15). Prueba de Tukey (Alfa=0,05; DMS: 14,298,
Error: 46,3958 gl: 12).

Por otro lado, las semillas tratadas con C. globosum y E. nigrum tuvieron mayor
porcentaje de plantulas con anormalidades como hipocotiles engrosados, cotiledones

plegados y raices atrofiadas.

2.3.6.2. Largo de radicula
El andlisis de la varianza de la longitud de radicula en plantulas de amaranto
muestra diferencias altamente significativas entre los tratamientos (CM trat: 0,59; F: 39,64;
p<0,0001 gl: 15; cv: 10,91 %). A su vez, la prueba de Tukey muestra diferencias altamente
significativas (p>0,05) entre 7. atroviride con respecto a los resto de los antagonistas C.
globosum y E. nigrum y al testigo respectivamente (Tabla 2.16).
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Trichoderma. atroviride increment6 el tamafio de la radicula de las plantulas en un
68 % en relacion al control sin tratar, mientras que el resto de los antagonistas no se

diferenciaron del control (Tabla 2.16).

Tabla 2.16. Efecto de los antagonistas C.
globosum, E. nigrum y T. atroviride en la
longitud radicular de plantulas de amaranto.

Antagonistas LR SD

C. globosum 0,83 0,16 a

E. nigrum 095 0,11 a
Control 1,00 0,07 a

T. atroviride 1,68 0,12 b

LR: Largo de radicula; SD: desvio estandar
Medias seguidas por una misma letra no son
estadisticamente diferentes entre si.

2.3.6.3. Largo de hipocdtilo

El andlisis estadistico del largo de hipocétilo de plantulas de amaranto mostrd
diferencias altamente significativas entre los tratamientos (CM trat: 3,66; F: 137,26;
p<0,0001; gl: 15; cv: 6,59 %). La prueba de Tukey, a su vez, mostro diferencias altamente
significativas (p>0,05) entre 7. atroviride con respecto a los antagonistas C. globosum,
E.nigrum y al control (Tabla 2.17). T. atroviride incrementd el tamafio del hipocétilo de las

plantulas de amaranto en un 80,55 % en relacion al control sin tratar.

Tabla 2.17. Efecto de los antagonistas C. globosum,
E. nigrum y T. atroviride en la longitud del
hipocoétilo de plantulas de amaranto.

Antagonistas LT SD

C. globosum 1,85 0,12 a

E. nigrum 2,01 0,11 a
Control 2,16 0,24 a

T. atroviride 3,90 0,16 b

LT: largo de hipocotilo; SD: desvio estandar;
dms: 0,34; Error: 0,02; gl: 12; Medias
seguidas por una misma letra no son
estadisticamente diferentes entre si.
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2.3.7. Ensayos a campo
2.3.7.1. Caracteristicas del suelo

Las muestras de suelo, en ambos lotes se caracterizaron por tener una textura franco
limo arcillosa con buen contenido en materia organica, un contenido aceptable de
nitrogeno, fosforo y potasio; baja conductividad eléctrica y pH ligeramente acido (Tabla
2.18) Sin embargo consideramos que la tasa elevada de C/N no permite que todos los

nutrientes puedan estar disponibles por la planta.

Tabla 2.18. Caracteristicas del suelo de los lotes experimentales del Instituto
Fitotécnico de Santa Catalina, UNLP, en las campanas 2005-2006 y 2006-2007.

Campaias
Analisis 2005-2006 2006-2007
Textura franco limo arcillosa franco limo arcillosa
N (%) 0,20 0,25
P (ppm) 73,00 65,00
K meq por 100 g de suelo 2,00 1,74
pH 6,70 6,50
CE dS.m™ 1,20 1,31
MO (%) 5,20 5,85
C/N 15,10 13,10

N: Nitrégeno total; P: fosforo; K: Potasio; pH: acidez-alcalinidad del suelo; CE:
conductividad eléctrica; MO: Materia organica; C/N: Relacion carbono nitrogeno.

2.3.7.2. Condiciones ambientales
2.3.7.2.1. Campaia 2005-2006

Durante la campafia 2005-2006 (Fig. 2.10), la temperatura maxima se registro en el
mes de Enero (28,8 °C) y la humedad relativa maxima en el mes de Marzo (85,5%). El
régimen pluviométrico fue de 601,5 mm concentrandose la mayor cantidad de lluvias en el

mes de enero (265 mm).
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Campana 2005-2006
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Figura 2.10. Registros meteorologicos mensuales de temperatura maxima (T méx),
minima (T min), promedio (T media); humedad relativa (HR) y precipitaciones (PP)
correspondientes a la campana 2005-2006 de la localidad de Llavallol, Buenos Aires.

2.3.7.2.2. Campaia 2006-2007

Campaia 2006-2007
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Figura 2.11. Registros meteorologicos mensuales de temperatura maxima (T méx),
minima (T min), promedio (T media); humedad relativa (HR) y precipitaciones (PP);
correspondientes a la campafia 2006-2007, localidad de Llavallol, Buenos Aires.

En la segunda campana (2006-2007), el régimen pluviométrico fue de 863,8 mm
concentrandose las lluvias en el mes de marzo (288,1 mm).
La temperatura maxima se registro en el mes de Diciembre (29,76 °C) y la humedad

relativa maxima en el mes de Marzo (84,35 %) (Fig. 2.11).

2.3.7.3. Aparicion de lesiones foliares en el cultivo de amaranto
Las primeras lesiones foliares (Fig. 2.12a) se manifestaron en la primer campaia a

los 34 dias de la emergencia del cultivo y en la segunda a los 27 dias.
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Figura 2.12. Hoja de amaranto afectada por manchas foliares (a), Colonia identificada
morfolégicamente como A. alternata (b); patron de esporulacion (c); Conidios y
conidiéforos (d).
De las hojas de amaranto afectadas por manchas foliares desarrollaron colonias de
aspecto aterciopelado levemente coreoso de color marrdn oscuro a negro (Fig. 2.12b), con
un patrén de esporulacion (Fig. 2.12¢) y de conidios y conididéforos tipicos de Alternaria

spp. 0 A. alternata. (Fig. 2.12d), siendo este el principal género aislado.

i 3 —,

Figura 2.13. Hoja de amaranto afectada por tizéon foliar (a), Colonia identificada
morfolégicamente como A. alternata (b); patron de esporulacion (c); Conidios y
conidioforos (d).

2.3.7.4. Plagas
En las dos campaiias se registraron insectos en distintos 6rganos de las plantas:

e En hojas: bicho moro (Epicauta adspersa), orugas (Feltia spp.); vaquitas
(Diabrdotica spp.); pulguillas (Epitrix spp.) y chinches.

e En hojas y tallos: barrenadores del género Conotrachelus spp. siendo una de las
plagas insectiles mas perjudiciales para el cultivo debido a que puede ocasionar
dafio economico tanto por disminuir el rendimiento en grano como por
imposibilitar la cosecha de las plantas volcadas por efecto del barrenador.

e En brotes tiernos y panojas: pulgones (Mizus spp.) y acaros.
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2.3.8. Analisis descriptivo de las variables epidemiologicas, agronémicas y de calidad
de las semillas de amaranto. Analisis multivariado (Campaiia 2005-2006)
2.3.8.1. Analisis de correlacion

En la Tabla 2.19 se detallan 45 correlaciones entre las 10 variables evaluadas en la

campafia 2005-2006, de las cuales 10 fueron significativas y 35 no significativas.

Tabla 2.19. Correlaciones entre las variables evaluadas en la campana 2005-2006 en

Llavallol, Buenos Aires, en un cultivo de amaranto para los tratamientos T1 a T7.

MTIN MTSE ALT LP REN MV MS PG 1A1 PM

MTIN 1,00
MTSE 0,99 ** 1,00
ALT 0,07 ns  -1,80E-03ns 1,00

LP -0,56 ns -0,46 ns -0,24 ns 1,00

REN -0,62 ns -0,66 ns -0,21 ns 059 ns 1,00

MV -0,43 ns -0,41 ns 0,34 ns 0,77 * 0,60 ns 1,00

MS -0,70 ns -0,75 * 0,20 ns  0,60ns 0,89 ** 0,77 * 1,00

PG -0,66 ns -0,57 ns -0,35ns  0,65ns 0,35ns 0,29ns 0,31ns 1,00

1A1 0,64 ns 0,55 ns 025 ns -0,71ns -0,34ns -041ns -035ns -0,99* 1,00

PM -0,91 ** -0,94 ** -0,02 ns 0,58 ns 0,87 ** 0,58 ns 0,9 ** 0,58ns -0,57ns 1,00

MTIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar, MTSE: Area bajo la Curva
de progreso de la severidad del tizon foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP: Largo de panoja;
REN: Rendimiento en semillas/m* MV: Materia fresca/m’; MS: Materia seca/m’; PG: Poder
germinativo de semillas; IA1l: Incidencia de Alternaria spp. en semillas; PM: Peso de 1000
semillas. **=Altamente significativo (p< 0,01); *=Significativo (p< 0,05), ns: No significativo.

2.3.8.2. Analisis de los componentes principales

En el Analisis de Componentes Principales realizado en base en la matriz de
correlacion de 10 variables, los dos primeros componentes principales explicaron el 78 %
de la variabilidad total de los datos (Tabla 2.20) teniendo una buena representacion del
sistema (correlacion cofenética= 0,955).

El primer componente contribuyd con el 61 % de la varianza total aportando en
forma positiva las variables LP (0,79), REN (0,82), MV (0,70), MS (0,86), PG (0,73) y PM
(0,95) y en forma negativa las variables epidemioldgicas como MTIN (-0.90); MTSE
(-0,87) y IA1(-0,74) ( Tabla 2.21).
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Tabla 2.20. Contribucién de cada componente a la
variabilidad total.

CP Vp Pe Pa
6,07 0,61 0,61
1,76 0,18 0,78
1,03 0,10 0,89
0,88 0,09 0,97
0,22 0,02 1,00

N KA W N -

CP: componentes principales; Vp: Valores propios, Pe:
Proporcion de varianza explicada por cada componente
principal y Pa: Proporcion acumulada.

Tabla 2.21. Correlaciones de los componentes
principales con las variables originales.
Variables CP1 CP2
MTIN -0,90 0,04
MTSE -0,87 -0,07

ALT -0,10 0,77
LP 0,79 -0,17
REN 0,82 0,22
MV 0,70 0,43
MS 0,86 0,47
PG 0,73 -0,61
IA1 -0,74 0,54
PM 0,95 0,15

CP1y CP2: Componente principal 1 y 2; MTIN: Area bajo la Curva de progreso de
la incidencia del tizon foliar; MTSE: Area bajo la Curva de progreso de la severidad
del tizén foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP: Largo de panoja; REN:
Rendimiento en semillas por m*; MV: Materia fresca por m*; MS: Materia seca por
m*; PG: Poder germinativo de las semillas; IA1: incidencia de Alternaria spp. en las
semillas; PM: Peso de 1000 semillas.

El segundo componente contribuy6 con el 18 % de la varianza total aportando en
forma positiva con la altura de planta a cosecha (0,77) (Tabla 2.21).

En la Fig. 2.14 se observan las diez variables analizadas representadas como
vectores de distintos modulos y direcciones ubicadas en distintos cuadrantes junto con los
valores promedios de cada tratamiento.

Las variables epidemiologicas MTIN y MTSE presentaron una correlacion positiva
entre si al igual que las variables REN con PM y REN con MS y, a la vez se

correlacionaron negativamente con PM, PG e IA1.
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El primer componente discrimind los tratamientos T2 a T7 que produjeron, tanto en
el follaje como en las semillas, menor dano por Alternaria spp. (Fig. 2.14), con respecto

del control que produjo un mayor dafio.

6,007
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3,001 A1 }fl\/ls
—_ 513
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o ™ wMrsE ~g
S L T7 LP
-3,001 T6
PG
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CP 1 (60,7%)

Figura 2.14. Distribucion de los tratamientos T1 a T7 (e) y de las variables (0)
evaluadas en forma conjunta en la campaiia 2005-2006.

T1 a T7: Tratamiento 1 al Tratamiento 7; Variables: MTIN: Area bajo la Curva
de progreso de la incidencia del tizon foliar; MTSE: Area bajo la Curva de
progreso de la severidad del tizon foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP:
Largo de panoja; REN: Rendimiento en semillas/m*; MV: Materia fresca/m’;
MS: Materia seca/m”; PG: Poder germinativo de semillas; IA1: Incidencia de
Alternaria spp. en semillas; PM: Peso de 1000 semillas.

La distribucion espacial de los tratamientos en base a los dos primeros componentes
principales mostr6 tres agrupaciones (Fig. 2.14).

El control se ubicod a la izquierda del primer componente. La proximidad a las
variables correspondientes al Area bajo la curva de progreso de tizén foliar calculadas en base a
su incidencia y a la severidad en forma respectiva implica mayor susceptibilidad al tizon
foliar que el control.

El tratamiento T2 se ubico en una posicidon intermedia proximo a las variables
correspondientes al Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar e Incidencia de
Alternaria spp. en semillas.

El resto de los tratamientos (T3 a T7) correspondientes a los tratamientos

integrados por dos estrategias, se agruparon a la derecha del primer componente.

75



2.3.8.3. Analisis de conglomerados

El dendrograma del andlisis de conglomerados obtenido a partir de las diez
variables evaluadas (Fig. 2.15), diferencio a los tratamientos en tres grupos.

El primer grupo incluyo a los tratamientos T3, T4, TS y T7; en el segundo se

incluyeron a los tratamientos T2 y T6 y, en el tercer grupo al tratamiento control.

5

T4

T3

T6

T2

T

T
0,00 1,56 3,12 4,69 6,25

Figura 2.15. Dendrograma correspondiente al efecto de los tratamientos T1 a
T7 sobre las variables evaluadas en la campafia 2005-2006. Promedio (Average
linkage). Distancia (Euclidea) correlacion cofenética= 0,828.

2.3.9. Analisis Multivariado campaiia 2006-2007
En el andlisis multivariado de la campana 2006-2007, se consideraron las mismas

variables que para la campana 2005-2006.

2.3.9.1. Analisis de correlacion

En la campafia 2006-2007, se analizaron 45 correlaciones de las cuales diez fueron
significativas al 5 %, cuatro altamente significativas (1 %) y 31 no significativas. (Tabla
2.22). Las variables epidemiologicas correspondientes al Area bajo la curva de progreso de
la incidencia y de la severidad del tizon foliar MTIN y MTSE se correlacionaron en forma

directa entre si y en forma indirecta con el peso de 1000 semillas.
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Tabla 2.22. Correlaciones entre las variables evaluadas en la campafia 2006-2007 en

Llavallol, Buenos Aires, en un cultivo de amaranto para los tratamientos T1 a T7.

MTIN MTSE ALT LP REN Mv MS PG 1A1 PM
MTIN 1,00
MTSE 0,95 * 1,00
ALT -0,67ns -0,52ns 1,00
LP -0,75* -0,86 * 0,40 ns 1,00
REN -0,67ns -0,61ns 0,85* 0,60ns 1,00
MV -0,71ns -0,50ns  0,83" 0,22ns 0,61ns 1,00
MS -0,75* -0,81* 0,64ns 0,81* 0,89* 0,39ns 1,00
PG -069ns -060ns 0,93ns 038ns 0,09ns 052ns 0,15ns 1,00
1A1 0,66ns 055ns -0,11ns -0,32ns -0,05ns -0,52ns -0,10ns -1,00** 1,00
PM -0,77 * 0,85* 0,52ns 0,72ns 0,77 * 0,44ns 093* 0,31ns -0,26ns 1,00

MTIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar, MTSE: Area bajo la Curva
de progreso de la severidad del tizon foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP: Largo de panoja;
REN: Rendimiento en semillas/m?; MV: Materia fresca/m’; MS: Materia seca/m’; PG: Poder
germinativo de semillas; [A1l: Incidencia de Alternaria spp. en semillas; PM: Peso de 1000
semillas. **=Altamente significativo (p< 0,01); *=Significativo (p< 0,05), ns: No significativo.

2.3.9.2 Analisis de los componentes principales en la campaiia 2006-2007

La suma de los dos primeros componentes principales explico el 83 % de la

variabilidad total de los datos (Tabla 2.23), teniendo una buena representacion del sistema

(correlacion cofenética= 0,974).

Tabla 2.23. Contribucion de cada componente a la
variabilidad total en la campana 2006-2007.

CP Vp

Pe

Pa

6,26
2,05
1,21
0,28
0,15
6 0,05

N AW -

0,63
0,20
0,12
0,03
0,02
0,01

0,63
0,83
0,95
0,98
0,99
1,00

CP: componentes principales; Vp: Valores propios; Pe:
Proporcion de la varianza explicada por cada componente

principal; Pa: Proporcion acumulada.

El primer componente contribuyd con el 63 % de la varianza total (Tabla 2.24),

aportando en forma positiva las variables Area bajo la Curva de progreso de la incidencia

del tizon foliar (0,97) y el Area bajo la Curva de progreso de la severidad del tizon foliar

(0.93) y negativamente las variables altura de planta a cosecha (-0,74); largo de panoja
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(-0,80); rendimiento en semillas (-0,81); materia fresca (-0,71); materia seca (-0,87) y peso
de 1000 semillas (-0,87).

El segundo componente contribuyd con el 20 % de la varianza total (Tabla 2.24)
aportando en forma positiva la incidencia de Alternaria spp. en semillas (0,84) y en forma

negativa el poder germinativo de semillas (-0,81).

Tabla 2.24. Correlaciones entre los componentes
principales 1 y 2 y las variables analizadas.
Variables CP1 CP2
MTIN 0,97 0,19
MTSE 0,93 0,10

ALT -0,74 0,33
LP -0,80 0,10
REN -0,81 0,49
MV -0,71 -0,17
MS -0,87 0,43
PG -0,57 -0,81
IA1 0,53 0,84
PM -0,87 0,24

CP1 y CP2: componente principal 1 y 2; MTIN: Area bajo la Curva de progreso
de la incidencia del tizén foliar; MTSE: Area bajo la Curva de progreso de la
severidad del tizon foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP: Largo de panoja;
REN: Rendimiento en semillas/m’; MV: Materia fresca/m’; MS: Materia
seca/m’; PG: Poder germinativo de semillas; IA1: Incidencia de Alternaria spp.
en semillas; PM: Peso de 1000 semillas. Correlacion cofenética= 0,974.

En la Fig. 2.16 se observa la relacion entre las diez variables y los tratamientos. En
el primer cuadrante del biplot se agruparon las variables epidemiologicas correspondientes al
Area bajo la Curva de progreso de la incidencia y de la severidad del tizon foliar en forma
respectiva y la Incidencia de Alternaria spp. en semillas. Los tratamientos mas afectados fueron
el control y el tratamiento T2 .

Las variables relacionadas con la productividad del cultivo y con la calidad de las
semillas se agruparon en el tercer y cuarto cuadrante conjuntamente con el resto de los
tratamientos, a excepcion del tratamiento T3 (Fig. 2.16).

La distribucion espacial de los tratamientos teniendo en cuenta a los dos primeros
componentes principales (Fig. 2.16) se presenta en tres agrupaciones. El tratamiento
control se ubicd a la derecha del primer componente; los tratamientos T2 y T3 en una

posicion intermedia y el resto de los tratamientos en el extremo opuesto (Fig. 2.16).
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El tratamiento T7 se ubico en una posicion mds alejada del testigo observandose
variables muy correlacionadas entre si, es decir con una correlacion directa con las
variables epidemioldgicas y las variables PG e IA1 que tuvieron una relacion inversa (Fig.
2.16).

Las variables asociadas al dafio generado por Alternaria spp. en el follaje como en
las semillas se agruparon a la derecha del primer componente; mientras que a la izquierda
del mismo componente se agrupo el resto de las variables relacionadas con las variables

agrondmicas y la calidad fisiologica y sanitaria de las semillas.

5,007
A1
REN ALT
2,501 MS
PM T
< . o2 MIN -
) T4 % MTSE ®
N 0,00 LP
N
5 e .
7 A T3
-2,507
T6
PG
-5,00- I T T 1
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00

CP 1 (62,6%)

Figura 2.16. Distribucion de los tratamientos T1 a T7 (e) y de las
variables (0) evaluadas conjuntamente en la campafia 2006-2007.

T1 a T7: Tratamiento 1 al Tratamiento 7; IRV: Indice relativo de variables;
MTIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar; MTSE:
Area bajo la Curva de progreso de la severidad del tizon foliar; IA1: Incidencia
de Alternaria spp. en semillas; REN: Rendimiento en semillas por m*; PM:
Peso de 1000 semillas; MS: Materia seca por m?*; PG: Poder germinativo de las

semillas.

2.3.9.3. Analisis de conglomerados

En la Fig. 2.17 se representa el dendrograma del analisis de conglomerados
obtenido a partir de las diez variables evaluadas y los siete tratamientos, los cuales se

separaron en tres grupos.

El analisis permitio diferenciar al control del resto de los tratamientos, ademas de
observar semejanzas entre los tratamientos T4 y TS y entre los tratamientos T2, T3 y T6

(Fig. 2.17).
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Figura 2.17. Dendrograma correspondiente al efecto de los tratamientos T1 a
T7, sobre las variables analizadas. Promedio (Average linkage). Distancia:
(Euclidea) correlacion cofenética= 0,833.

2.3.9.4. Analisis de la Varianza para las principales variables epidemiologicas y
agrondmicas
En el Anexo 6.3 se detallan los analisis descriptivos de la campafia 2006-2007 para

las diez variables evaluadas MTIN, MTSE, ALT, LP, REN, MV, MS, PG, IA1 y PM.

2.3.9.4.1. Area bajo la Curva del progreso de la incidencia del tizon foliar

El andlisis estadistico indic6 interaccion significativa entre campanas y tratamientos
(p<0,0001). En la primera campaia se registraron diferencias entre el tratamiento control y
el resto de los tratamientos T2 a T7 y entre los tratamientos T3 y T4.

En la segunda campaina se observaron diferencias altamente significativas entre el
tratamiento T1 y el resto de los tratamientos T2 a T7; entre los tratamientos T3, T4, T6 y el
tratamiento T7 y no significativas entre los tratamientos T2 vs T3 a T7 y entre el
tratamiento T3 y el tratamiento T4.

A su vez, el andlisis de contrastes ortogonales (Tabla 2.25) indico en la primera
campaia diferencias entre el tratamiento control y el resto de los tratamientos T2 a T7 y
entre el tratamiento: T2 y los tratamientos integrados T3 a T7.

En la Tabla 2.26 se presenta el promedio estimado de la variable Area bajo la Curva
de progreso de la incidencia del tizon foliar segin la Prueba de Tukey- Kramer para las dos
campafias. En ambas campafias el maximo valor se registré en el control en relacion al

resto de los tratamientos exceptuando al tratamiento T2.
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Tabla 2.25. Contrastes ortogonales entre grupos de
tratamientos para la variable: Area bajo la Curva de
progreso de la incidencia del tizon foliar en las campafias
2005-2006 y 2006-2007.

FV glnum glden F pr>F
CAMP1 6 24 149,00 <0,0001
T1vs T2 aT7 1 24 718,00 <0,0001 =*=*
T2vs T3aT7 1 24 7,56 0,011  =*x
T3, T4, T6 vs T7 1 24 0,06 0,807 ns
T3 vs T4 1 24 0,41 0,526 ns
CAMP2 6 24 21,90 <0,0001
TlvsT2aT7 1 24 47,20 <0,0001 =
T2 vs T3 aT7 1 24 2,90 0,101 ns
T3, T4, T6 vs T7 1 24 14,10 0,001 *=*
T3 vs T4 1 24 0,08 0,700 ns

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl den:
grados de libertad del denominador, CAMP1 y CAMP2: campafias 1 y 2. Tl a
T7: Tratamiento 1 a Tratamiento 7; **Altamente significativo (p< 0,01);
*Significativo (p< 0,05); ns: No significativo.

Tabla 2.26. Medias estimadas y error estandar de los tratamientos
para lavariable: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del
tizon foliar seguin la prueba de Tukey-Kramer.

CAMP1 T6 TS5 T7 T3 T4 T2 T1

Prom est 143,00 174,40 187,20 205,10 221,40 277,90 791,70
SE 33,15 40,74 29,22 31,78 36,30 43,45 3541

a

C

CAMP2 T7 T4 T6 TS5 T2 T3 T1

Prom est 157,40 168,80 175,50 179,10 241,90 244,80 345,90

SE 29,22 36,30 33,15 40,74 43,45 31,78 36,40
a a a a
b b b b
c c
d d

CAMP1 y CAMP2: Campafias 1 y campafia 2; T1 a T7: Tratamiento 1
al Tratamiento 7; Prom est: Promedio estimado; SE: error estandar.



La aplicacion de los tratamientos redujo significativamente el Area bajo la Curva de
progreso de la incidencia del tizén en relacion al control en ambas campafias con valores
que oscilaron en promedio de los tratamientos en un 76 % en la primera campaia y en un
46 % en la segunda a excepcion del tratamiento T2, que solo se diferencid del control en la

primera campaia.

2.3.9.4.2. Area bajo la Curva del progreso de la severidad del tizon foliar

El analisis estadistico mostro interaccion entre campanas y tratamientos (p=0,005).

A su vez, el andlisis de contrastes ortogonales en las dos campanas (Tabla 2.27),
indico diferencias entre el control y el resto de los tratamientos T2 a T7. A su vez, la
prueba de Tukey- Kramer, en la campafia 2005-2006, diferencio6 al control del resto de los
tratamientos (Tabla 2.28).

En la campaiia 2005-2006 los valores de severidad oscilaron entre 22,80 a 137,92 y
en la campana 2006-2007 entre 22,70 a 63,91.

Tabla 2.27. Contrastes ortogonales entre grupos de tratamientos para
la variable: Area bajo la Curva del progreso de la severidad del tizon
foliar en las campanas 2005-2006 y 2006-2007.

FV glnum glden F pr>F
CAMP1 1 15,20 <0,0001
T1vs T2 aT7 1 24 78,10 <0,0001 **
T2vs T3aT7 1 24 431 10,0487 *
T3, T4, T6 vs T7 1 24 095 0,3404 ns
T3 vs T4 1 24 043 0,5173 ns
CAMP2 6 24 2,75 0,0353
T1 vs T2a T7 1 24 9,16 0,0058 **
T2vs T3aT7 1 24 093 0,3453 ns
T3, T4, T6 vs T7 1 24 0,24 0,6299 ns
T3 vs T4 1 24 0,17 0,6811 ns

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl den:
grados de libertad del denominador, pr>F: CAMP: campafia); Tl a T7:
Tratamiento 1 al Tratamiento7;**Altamente significativo (p<0,01);
*Significativo (p< 0,05); ns: No significativo.

El menor valor del Area bajo la Curva del progreso de la severidad del tizon foliar
se registro en el tratamiento T5 (22,80) en la primera campaia y en el tratamiento T4 en la

segunda campafia (Tabla 2.28).
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Tabla 2.28. Medias estimadas y error estandar para la
variable segun la prueba de Tukey-Kramer para las
campafias 2005-2006 y 2006-2007.Area bajo la Curva del
progreso de la severidad del tizon foliar

CAMP1 T5 Té6 T7 T3 T4 T2 T1

Prom est 22,80 33,80 33,90 41,30 44,90 55,80 137,92
SE 7,20 6,82 6,05 3,33 548 9,82 11,16
a a a a a a

CAMP2 T4 T6 TS5 T7 T3 T2 T1

Prom est 22,70 25,80 26,20 31,20 36,00 37,90 63,91
SE 550 6,82 7,24 6,05 3,33 982 11,16

a a a a a a
b b b b b b

CAMP1 y CAMP2: campaia 1 y campafia 2; T1 a T7: Tratamiento 1 al
Tratamiento 7; Prom est: promedio estimado ; SE: error estandar.

2.3.9.4.3. Altura de la planta a cosecha

El andlisis estadistico indicd interaccion entre campafias y tratamientos (p=0,022).
A su vez, el andlisis de contrastes ortogonales en la primera campafia mostréd diferencias
entre los tratamientos T3, T4 y T6 con el tratamiento T7 y entre los tratamientos T3 y T4.
Sin embargo, en la segunda campafia, no se registraron diferencias significativas entre los

tratamientos (Tabla 2.29).

Tabla 2.29. Analisis de contrastes ortogonales para
la variable Altura de planta a cosecha.

FV glnum glden F pr>F
CAMP1 6 24 2,51 0,0499
T1vs T2 aT7 1 24 0,00 09512 ns
T2vs T3aT7 1 24 0,73 0,4002 ns
T3, T4, T6 vs T7 1 24 4,83 0,0378 **
T3 vs T4 1 24 6,47 0,0178 =**
CAMP2 6 24 2,51 0,3816
Tilvs T2 a T7 1 24 0,62 0,4399 ns
T2vs T3aT7 1 24 0,18 0,6711 ns
T3, T4, T6 vs T7 1 24 1,30 0,2660 ns
T3 vs T4 1 24 0,01 09272 ns

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl den:
grados de libertad del denominador, pr>F: CAMP1 y CAMP2: campaiia 1 y
campafa 2;; **Altamente significativo (p< 0,01); *Significativo (p< 0,05); ns:
No significativo.
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La prueba de Tukey-Kramer mostr6 diferencias significativas en la campana 2005-

2006, entre los tratamientos T3 y T7 (Tabla 2.30).

Tabla 2.30. Medias estimadas y error estandar para la variable Altura de
planta a cosecha segun la prueba de Tukey- Kramer en la campafia 1
(2005-2006) y campaifia 2 (2006-2007).

CAMP1 T7 T6 T4 T1 TS5 T2 T3

prom est 219,63 225,96 226,77 230,65 233,33 235,00 245,24

SE 6,52 6,52 6,52 6,52 6,52 6,52 6,52

a

CAMP2 Media 277,62
SE. 2,11

CAMP1 y CAMP2: campaiias 1 y 2; T1 a T7: Tratamiento 1 al Tratamiento 7;
prom est: promedio estimado; SE: error estandar.

El valor mas elevado de altura de planta se registrd en el tratamiento: T3 en la
primera campafa. En la campafia 2006-2007 (Tabla 2.30), no se registraron diferencias

entre los tratamientos (p=0,38).

2.3.9.4.4. Largo de la panoja
El analisis estadistico indicd diferencias no significativas entre tratamientos
(p=0,085) y entre la interaccion campafnas por tratamientos (p=0,1315) y, diferencias

significativas entre campanas (p=0,017).

Tabla 2.31. Promedio del largo de las_panojas
en las campanas 2005-2006 y 2006-2007.

CAMP Media =+ SE
CAMP1 5220 091 a
CAMP2 57,28 0,91 b

CAMPI1: campafia 1; CAMP2: campafia 2;
SE: error estandar.

El promedio del largo de la panoja para los tratamientos en la campafia 2005-2006

fue de 52,27+0,91 cm y en la campana 2006-2007 de 57,29+0,91 cm (Tabla 2.31). El
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rango de largo de panojas varid entre 48,41 a 59,02 cm. En la campafia 2006-2007 el
promedio del largo de panoja super6 en un 9,73 % a los de la campaiia 2005-2006.

2.3.9.5. Rendimiento de las semillas por metro cuadrado

El analisis estadistico indico diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0,0001) y campafias (p=0,0014) y ausencia de interaccion entre los tratamientos y las
campaiias (p=0,056).

Ademas, en el analisis de contrastes ortogonales en la campafia 2005-2006, no se
registraron diferencias estadisticas entre los grupos establecidos. Sin embargo, en la
campana 2006-2007 se detectaron diferencias entre todos los grupos establecidos (Tabla
2.32); es decir entre el tratamiento control y el resto de los tratamientos; entre el
tratamiento T2 y los tratamientos integrados T3, T4, T5, T6 y T7 y, entre los tratamientos
que incluyeron la aplicacion de fungicidas en semillas T3, T4, T6 con respecto al

tratamiento producto de la aplicacion de T. atroviride en semillas T7.

Tabla 2.32. Andlisis de los contrastes ortogonales para la variable
Rendimiento en semillas en la campana 2006-2007.

FV glnum glden F pr>F
Tlvs T2 a T7 1 24 33,1 <0,0001 **
T2vs T3aT7 1 24 16,3 0,0005 **
T3, T4, T6 vs T7 1 24 12,5 0,0017 **
T3 vs T4 1 24 747 0,0116 **

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl
den: grados de libertad del denominador, **Altamente significativo
(p<0,01).

El rendimiento promedio de semillas en ambas campafias segin los tratamientos
fluctuo6 entre 89,20 a 127,34 g/mz; registrandose el maximo rendimiento en el tratamiento
T5 (Tabla 2.33).

La prueba de Tuker-Kramer mostré diferencias entre el tratamiento control
T1=89,20 y los tratamientos T4=119,71, T7=122,03 y T5=127,34 (Tabla 2.33).

En la campafia 2005-2006, el rendimiento promedio de los tratamientos se

incrementd en un 27,89 % con respecto al promedio del rendimiento de la campana 2006-

2007 (Tabla 2.34).
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Tabla 2.33. Medias estimadas y error estandar para la variable
rendimiento de semillas segin la prueba de Tuckey- Kramer en
las dos campanas.
CAMP12 Ti1 T2 T6 T3 T4 T7 TS5
Prom est 89,20 94,70 96,32 103,91 119,72 122,03 127,34

SE 320 427 4,05 3,72 442 3,66 6,56
a a a a
b b b b
c c
d d d

CAMPI12: campana 1 mas 2; prom est: promedio estimado ; SE: error
estandar; T1a T7: Tratamiento 1 al Tratamiento 7.

Tabla 2.34. Medias estimadas y error
estandar para el rendimiento de semillas en
las campanas 2005-2006 y 2006-2007.
Prom est + SE
CAMP12 120,78 240 a

CAMP12: campafias 1 mds 2; prom est: promedio
estimado; SE: error estandar.

2.3.9.6. Rendimiento de materia fresca por metro cuadrado
El andlisis estadistico no registrd diferencias significativas entre tratamientos
(p=0,36) y campaiias (p=0,096) ni interaccion entre tratamientos y campanas (p=0,22), con

un comportamiento similar en las dos campafias (Tabla 2.35).

Tabla 2.35. Medias estimadas y error
estandar para la variable: Materia fresca por
metro cuadrado en las dos campaiias.

MV/m*

Promedio Desvio Varianza =+ SE

5270,21 769,28 591806,86 118,7

MV/m’: materia verde por m?, SE: error estandar.

2.3.9.7. Rendimiento de biomasa seca
El andlisis estadistico, indico diferencias significativas entre tratamientos (p=0,001)
y no significativas entre campafas (p=0,358) y en la interaccion entre tratamientos y afios

(p=0,3448). A su vez, el andlisis de contrastes ortogonales sefiald diferencias entre el

86



tratamiento control y el resto de los tratamientos siendo no significativas el resto de los

contrastes establecidos.(Tabla 2.36).

Tabla 2.36. Analisis de contrastes ortogonales para la variable:
Rendimiento de materia seca por metro cuadrado en las dos

campanas.
FV glnum glden F pr>F
T1vs T2 a T7 1 24 37,80 <0,0001 =
T2vs T3 aT7 1 24 1,98 0,1720 ns
T3, T4, T6 vs T7 1 24 0,00 0,9972 ns
T3 vs T4 1 24 2,05 10,1648 ns

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl
den: grados de libertad del denominador; T1 a T7: Tratamiento 1 a
Tratamiento 7; **Altamente significativo (p<0,01); *Significativo
(p<0,05); ns: No significativo.

A su vez, la prueba de Tukey-Kramer mostré diferencias entre el tratamiento
control=686,12 y los tratamientos T3=862,07; T4=922,83; T7=855,42 y T5=952,78,

registrando este Gltimo tratamiento el mayor rendimiento (Tabla 2.37).

Tabla 2.37. Medias estimadas y error estandar de los tratamientos
para la variable Rendimiento de materia seca por metro cuadrado,
segun la prueba de Tukey-Kramer en las dos campanas.
CAMP12 Ti1 T6 T2 T7 T3 T4 TS5
Prom est 686,10 780,80 805,80 855,40 862,10 922,80 952,80

SE 24,11 39,89 46,14 4496 36,15 22,16 37,98
a a a
b b b b B b

CAMP12: campafia 1 mas campafia 2; Tla T7: Tratamiento 1 a
Tratamiento 7; prom est: promedio estimado; SE: error estandar.

El incremento del rendimiento en materia seca, en los tratamientos con respecto al
control oscilo6 entre 13,80 a 38,87 % (Tabla 2.37).

Los tratamientos integrados T7, T3, T4 y TS incrementaron en forma significativa
la produccion de materia seca en relacion al control con valores promedio que oscilaron
entre 24,67a 38,87 %, siendo la excepcion los tratamientos T6 y T2 que tuvieron

incrementos menores.
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2.3.9.8. Poder germinativo de las semillas

El analisis estadistico indico diferencias significativas entre tratamientos (p<0,001)
y entre campafias (p=0,012) y, ausencia de interaccion entre tratamientos y campafias
(p=0,5043). El andlisis de contrastes ortogonales en la campana 2005-2006, mostrd
diferencias entre todas las comparaciones establecidas (Tabla 2.38).

El poder germinativo oscild entre 58,90 % en el control a 86,20 % en el tratamiento
T7. Los incrementos en el porcentaje de germinacion en relacion al control oscilaron entre

12 227,30 %.

Tabla 2.38. Andlisis de contrastes ortogonales para la
variable: Poder germinativo de las semillas.

FV glnum glden F pr>F
T1vs T2 aT7 1 24 103,0 <0,0001 =**
T2vs T3aT7 1 24 43,9 <0,0001 **
T3, T4, T6 vs T7 1 24 64,0 <0,0001 **
T3 vs T4 1 24 20,4 <0,0001 **

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador,
gl den: grados de libertad del denominador; Tla T7: Tratamiento 1
a Tratamiento 7;**Altamente significativo (p<0,01); *Significativo
(p<0,05); ns: No significativo

A su vez, la prueba de Tukey-Kramer mostr6 diferencias entre los tratamientos T1

y T2 del resto de los tratamientos exceptuando al tratamiento TS5 (Tabla 2.39).

Tabla 2.39. Medias estimadas y error estandar de los tratamientos para la
variable: Poder germinativo segiin la prueba de Tukey-Kramer para las
dos campafias.

CAMP12 Ti1 T2 TS5 T4 T3 T6 T7

Prom est 58,90 62,80 66,90 70,80 77,30 84,30 86,20

SE 1,40 2,05 2,64 1,22 0,76 1,54 0,83
a a a
b b
c
d d

CAMPI12: campafia 1 mas campana 2; Tla T7: tratamiento 1 a tratamiento 7;
prom est: promedio estimado; SE: error estandar.

2.3.9.9. Incidencia de Alternaria spp. en las semillas
El andlisis estadistico indicé diferencias significativas entre tratamientos (p<0,001)

y no significativas entre campafias (p=0,10) y en la interaccion entre tratamientos y
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campanas (p=0,9335). A su vez, el andlisis de contrastes ortogonales mostr6é diferencias

entre todos los tratamientos (Tabla 2.40).

Tabla 2.40. Andlisis de contrastes ortogonales para la
variable: Incidencia de Alternaria spp. en semillas.

FV glnum glden F pr>F
T1vs T2 aT7 1 24 97 <0,0001 =**
T2vs T3aT7 1 24 58 <0,0001 ==
I T4, T6 vs T7 1 24 50 <0,0001 ==
T3 vs T4 1 24 27 <0,0001 ==

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl den:
grados de libertad del denominador; Tla T7: Tratamiento 1 a Tratamiento
7;**Altamente significativo (p<0,01); *Significativo (p<0,05); ns: No
significativo.

El analisis de Tukey-Kramer para las dos campafias mostr6 diferencias entre el
tratamiento control y los tratamientos integrados T3, T4, T6 y T7 diferenciandose el
tratamiento T7 por tener la menor incidencia de Alternaria spp. en las semillas (Tabla
2.41).

Se registraron diferencias entre el tratamiento control (38,33 %) y los tratamientos
integrados T3 a T7, que tuvieron en promedio un 21,16 % de disminucién de la incidencia
de A4. alternata en semillas con un valor maximo en el tratamiento T7 (26,50 %) y un valor

minimo en el tratamiento T4 (0,30 %).

Tabla 2.41. Medias estimadas y error estandar de los tratamientos
para la variable: Incidencia de Alternaria spp. en semillas segiin
la prueba de Tukey-Kramer en las dos campaiias.
CAMP12 T7 T6 T3 T4 TS T2 T1
Promest 11,80 14,80 19,60 28,00 32,20 35,00 38,30

SE 1,06 1,20 0,87 1,30 2,71 1,70 1,36
a a
b b
c c
d d D

CAMPI12: promedio campanal y campafia 2; prom est: promedio
estimado; SE: error estandar; T1 a T7: Tratamiento 1 a Tratamiento 7.

2.3.9.10. Peso de 1000 semillas
El andlisis estadistico indicd diferencias significativas entre tratamientos (p<0,001)

y campanas (p=0,0045) y no significativas para la interacciébn entre tratamientos y
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campafias (p=0,47). El analisis de los contrastes ortogonales mostrd a diferencias entre el
tratamiento control (T1) y el resto de los tratamientos T2 a T7 y, entre el tratamiento T2 y

los tratamientos integrados T3 a T7 (Tabla 2.42).

Tabla 2.42. Analisis de los contrastes ortogonales para la
variable Peso de 1000 semillas.

FV gl: num glden F pr>F
Tivs T2 a T7 1 24 76,1 <0,0001 =*=*
T2 vs T3aT7 1 24 6,21 0,0200 =
T3, T4, T6 vs T7 1 24 0,17 0,6857 ns
T3 vs T4 1 24 0,71 0,4072 ns

FV: Fuente de variacion; gl num: grados de libertad del numerador, gl den:
grados de libertad del denominador; Tla T7: Tratamiento 1 a Tratamiento
7;**Altamente significativo (p<0,01); *Significativo (p<0,05); ns: No
significativo.

El valor promedio del peso de 1000 semillas fue de 0,84 g con un valor minimo de
0,81 y un maximo de 0,90 (Tabla 2.43).

El analisis de los valores promedio de tratamientos para las dos campafias mediante
la prueba de Tukey-Kramer mostré diferencias entre el control (0,72) y el resto de los
tratamientos (Tabla 2.43).

El incremento en el peso de 1000 semillas en relacion al control oscilo entre 12,50 a
25 %. De los tratamientos evaluados, se destacaron los tratamientos TS5 y T4 por tener el

mayor peso de 1000 semillas (0,87 y 0,90 g) (Tabla 2.43).

Tabla 2.43. Medias estimadas y error estandar de los
tratamientos para la variable Peso de 1000 semillas segin la
prueba de Tukey-Kramer en las dos campafias.
CAMPI12 T1 T2 T6 T3 T7 TS T4
Promest 0,72 0,81 0,81 0,84 0,85 0,87 0,90
SE 0,01 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01
a

b b b b b b

CAMP12: promedio campaiia 1 y campafia 2; T1 a T7: Tratamiento
T1 a Tratamiento T7; prom est: promedio estimado; SE: error
estandar.

A su vez, se hallaron diferencias entre los promedios del peso de 1000 semillas para
los tratamientos entre campaias obteniéndose el valor mas alto en la campana 2005-2006

con un incremento del 15,78 % en relacion a la segunda campaiia (Tabla 2.44).
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Tabla 2.44. Promedio general estimado para la
variable Peso de 1000 semillas.
Promest SE
CAMP1 0,88 0,01 a
CAMP2 0,76 0,01 b

CAMPI1 y CAMP2: campafia 1 y campaia 2; Prom est:
Promedio estimado; SE: error estandar.

2.3.10. Seleccion de tratamientos a través de los indices ad hoc IRV, IRPPVE,
IRPPVA
2.3.10.1. indice relativo de variables epidemiolégicas y agronémicas

En la primera etapa de la seleccion, realizada sobre tres variables epidemioldgicas
MTIN, MTSE e IAl y cuatro variables de interés agronomico REN, PM, MS y PG, los
valores de los indices obtenidos destacaron a los tratamientos T4 y T7, del control en

ambas campafas en siete y seis de las variables analizadas, teniendo los indices mas altos

de IRV (Tabla 2.45).

Tabla 2.45. Evaluacion del indice relativo de variables para los
siete tratamientos segin las variables epidemiologicas y de
interés agrondmico.

Tratamientos
Variables T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
MTIN o 0 1 1 1 1 1

MTSE 0O 0 0 1 0 0 O
IA1 o 0 1 1 0 1 1
REN 0 0 0 1 1 0 1
PM o 1 1 1 1 0 1
MS 0o 0 1 1 1 0 1
PG o 0 1 1 0 1 1
IRV 01 5 7 4 3 6

T1 a T7: Tratamiento 1 a Tratamiento 7; MTIN: Area bajo la Curva de
progreso de la incidencia de hojas atizonadas; MTSE: Area bajo la
Curva de progreso de la severidad de hojas atizonadas; IAl:
Incidencia de Alternaria spp. en semillas, REN: Rendimiento en
semillas por m*; PM: Peso de 1000 semillas; MS: Materia seca por
m*; PG: Poder germinativo de las semillas; IRV: Indice relativo de
variables.

En una segunda seleccion solo se consideraron a los tratamientos seleccionados T4

y T7 para aplicar el segundo indice de seleccion IRPVE
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2.3.10.2. indice relativo porcentual promedio de variables epidemiolégicas

En la Tabla 2.46 se presentan las diferencias relativas porcentuales de dos variables
epidemiologicas MTIN e IA1 en los tratamientos T7 y T4 pre-seleccionados por tener los
valores maximos del IRV calculado con respecto al tratamiento control .

Los resultados indicaron que los mayores valores cuantificables correspondieron al
tratamiento T7 (fertilizacion en suelo mas aplicacion de 7. atroviride en semillas) con un
69,45 % y en segundo lugar para el tratamiento T4 (fertilizacion en suelo mas aplicacion

de carboxin+thiram en semillas) con un 46,29 %.

Tabla 2.46. Evaluacion del indice relativo
porcentual  promedio de las  variables
epidemioldgicas para los tratamientos T4 y T7.

Tratamientos
Variables T4 T7
MTIN 65,70 69,71
IA1 26,90 69,19

IRPVE (%) 46,30 69,45
T4: Tratamiento 4; T7: Tratamiento 7; MTIN: Area
bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizén
foliar, IA1: Incidencia de Alternaria spp. en semillas;
IRPVE: indice relativo porcentual promedio de las

variables epidemiolégicas.

2.3.10.3. indice relativo porcentual promedio de las variables de interés agronémico
para los tratamientos T4 y T7.
En la Tabla 2.47 se analizan los incrementos porcentuales relativos en las cuatro

variables de interés agrondmico en los tratamientos T4 y T7 con respecto al tratamiento
control, teniendo un incremento de 28.48 % para el tratamiento T4 y de 31,47 % para el
tratamiento T7.

Los tratamientos en los cuales se integrd la aplicacion de carboxintthiram y el
biofungicida 7. atroviride en semillas con la fertilizacién previa del cultivo, en forma
respectiva incrementaron en promedio los dos tratamientos la produccion de las semillas en
35.5% y la produccion de materia seca en 29.6%.

Segun los indices de seleccion ad hoc IRPVE e IRPPVA, los tratamientos T4 y T7
se destacaron por: i) Disminuir los valores del Area bajo la Curva de progreso de la
incidencia del tizon foliar; ii) Reducir la contaminacion de semillas con Alternaria spp. e
iii) Incrementar el rendimiento en semillas, materia seca, peso de 1000 semillas y el poder

germinativo.
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Tabla 2.47. Evaluacion del indice relativo
porcentual promedio de las variables de interés
agrondmico en los tratamientos T4 y T7.

Tratamientos
Variables T4 T7
REN 34,21 36,79
PM 25.00 18,06
MS 34,49 24,67
PG 20,20 46,37

IRPPVA 28.48 31,47

T4: Tratamiento 4; T7: Tratamiento 7; REN: Rendimiento en
semillas/m’*; PM: Peso de 1000 semillas; MS: Materia seca/m’; PG:
Poder germinativo; IRPPVA: Indice relativo porcentual promedio de las
variables de interés agronomico.




2.4. DISCUSION
2.4.1. Evaluacion in vitro de los fungicidas

2.4.1.1. Efecto de diferentes concentraciones de los fungicidas sobre el crecimiento
micelial de Alternaria alternata

Las colonias de 4. alternata fueron mas sensibles al carboxin+thiram que al resto
de los fungicidas (Tabla 2.4). Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por
Suryawanshi et al. (2018) en cultivos de girasol y por Singh y Rai, (2003), en berenjena.

En orden decreciente, el fungicida menos eficiente fue el sulfato de cobre
pentahidratado (700 y 500 ppm) con un promedio de inhibicidn del crecimiento micelial de
36,76 % y la dosis mas baja practicamente no lo controlaba (9,86 %).

El difenoconazole en la concentracion intermedia (500 ppm) y maxima (700 ppm)
controld en promedio el crecimiento micelial de A. alternata en un 30,77 % (Tabla 2.4),
siendo inferior a lo hallado por Rajput y Chaudhari (2018), que con concentraciones de
250, 500 y 1000 ppm obtuvieron una efectividad del 100 % de control en las colonias de 4.
alternata en el tizén de la papa y a Vijayalakshmi et al. (2018), que con una concentracion
de 500 ppm controld un 68 % del desarrollo micelial de 4. helianthi.

La diferencia mas notable, con respecto a los resultados obtenidos por Rajput y
Chaudhari (2018), es que con dosis mas bajas como por ejemplo 50 ppm controlaron el
100 % del desarrollo micelial de 4. alternata del tizoén de la papa y en cambio, en amaranto

con 250 ppm la cepa de A. alternata solo fue controlada en un 14,67 % (Tabla 2.4).

2.4.1.2. Efecto de los fungicidas sobre la germinacion de conidios de Alternaria
alternata

Los tres fungicidas inhibieron la germinacion de los conidios de A. alternata en
mas de un 80 %, luego de 6 h de incubacion (Tabla 2.5).

Los tratamientos a base de sulfato de cobre pentahidratado tuvieron en promedio y
en valores absolutos el mayor efecto inhibitorio de la germinacién de los conidios de A.
alternata (Tabla 2.5), resultados similares fueron obtenidos por Herrero (2005).

Los efectos del sulfato de cobre sobre la germinaciéon de los conidios fueron
descriptos por Porterfield (2020) quien halldé que el 4&tomo de cobre del sulfato de cobre
afecta el desarrollo micelial e impide la germinacion de las esporas por alterar las
membranas celulares, provocando la muerte celular.

El difenoconazole en sus tres concentraciones registrd6 un promedio de inhibicion

de la germinacion de los conidios in vitro de A. alternata de un 88,06 %, mientras que
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Rajput y Chaudhari (2018) observaron un 100 % de control de A. alternata responsable de
las manchas foliares en berenjena. Esto, podria deberse a la capacidad del difenoconazole
de inhibir la respiracion mitocondrial, previniendo la germinacion de las esporas (FRAC,
2016).

El sulfato de cobre pentahidratado tuvo distinto comportamiento con respecto a la
inhibicion del micelio o de los conidios. Tuvo escaso control sobre el desarrollo micelial
de las colonias de A. alternata y méas control en la germinacion de los conidios.

El carboxin+thiram en sus tres concentraciones se diferencio del resto de fungicidas
por tener mayor efecto inhibitorio sobre el desarrollo de las colonias de A.alternata lo cual
podria deberse al accionar conjunto de ambos principios activos sumandose el principio
protector de uno y el sistémico del otro. En cambio el carboxint+thiram fue el menos
eficiente en el control de la germinacion de los conidios.

En términos generales, los fungicidas evaluados mostraron un comportamiento
diferencial en relacion a su efecto en el desarrollo de las colonias y la germinacion de los
conidios de 4. alternata, siendo mas eficientes en controlar la germinacion de los conidios

que el desarrollo de las colonias.

2.4.2. Efecto de los fungicidas sobre el hospedante

Si bien los fungicidas pueden ser efectivos para controlar a un determinado
patdgeno o grupos de patogenos se debe tener en cuenta que también pueden afectar la
viabilidad de las semillas y el crecimiento de las plantulas. En general, para la evaluacion
de sustancias toxicas en plantas, se emplean variables como germinacion de las semillas y
el largo de la radicula (de Souza y da Silva et al., 2015), debido a que las raices constituyen
el punto de contacto inicial en el crecimiento de la planta y el ingreso de las sustancias a
través de la raiz (Hillis et al., 2010).

Los fungicidas evaluados incrementaron en forma significativa el poder
germinativo de las semillas de amaranto, con valores promedios superiores al 30 % en
relacion al control.

El difenoconazole, incrementd la germinacion de las semillas de amaranto hasta
un 60 % con respecto al control (Tabla 2.8), comprobandose a su vez la inocuidad del
mismo. Estos resultados son coincidentes con los de Nithyameenakshi Jeyaramraja y
Manian, (2006) quienes reportaron incrementos en la germinacion de las semillas de

Sesamum indicum y Phaseolus mungo.
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Con respecto al sulfato de cobre pentahidratado, incrementé la germinacion de las
semillas de amaranto y se comprobd su inocuidad en las tres concentraciones (Tabla 2.8),
no habiéndose hallado referencias sobre los efectos en el poder germinativo de las semillas
de amaranto, ni en otras especies vegetales.

La efectividad de los fungicidas evaluados podria estar relacionada con la
capacidad de inhibir tanto el desarrollo del micelio como la germinacion de los conidios
aun en semillas desinfectadas.

Teniendo en cuenta, que A. alternata afecta la germinaciéon de las semillas
(Noelting et al., 2004; 2016) y sus propagulos pueden hallarse en las cubiertas seminales y
en el embrion aun en semillas previamente desinfectadas (Noelting et al., 2016), es
probable que los incrementos de germinacion de las semillas tratadas con fungicidas se

deban al control de los mismos sobre los propagulos del patogeno.

2.4.3. Efecto de los fungicidas en las plantulas de amaranto
Largo de radicula
De los fungicidas evaluados en sus distintas concentraciones podemos sefalar que

el difenoconazole (700 ppm) favoreci6 al crecimiento radicular de las plantulas.

Largo del hipocétilo
Con respecto al largo del hipocotilo no se registraron diferencias entre los

fungicidas y el control pero si entre los fungicidas.

Semillas tratadas con sulfato de cobre pentahidratado (250ppm) desarrollaron plantulas
cin un hipocotilo de menor tamafo que las semillas que fueron tratadas con difenocozanole
(700 ppm), carboxint+thiram (700 ppm) y sulfato de cobre pentahidratado (500 ppm) y
entre el sulfato de cobre pentahidratado (700 ppm y 500 ppm).

2.4.4. Incidencia de los fungicidas en el peso seco de las plantulas de amaranto

El peso seco de las plantulas, se lo ha utilizado en diversos cultivos, para
determinar el vigor y el efecto de los tratamientos aplicados a las semillas (Ries y Everson,
1973; Buxton et al., 1977; Chinge et al., 1977; Porterfield, 2020).

Ninguno de los fungicidas en sus respectivas concentraciones afecto al peso seco de
las plantulas de amaranto, razon por la cual se consideran que son inocuos con respecto a

este parametro.
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2.4.5. Incidencia de Alternaria spp. en semillas de amaranto.

Los fungicidas evaluados, con excepcion del sulfato de cobre pentahidratado (250
ppm) redujeron el porcentaje de semillas infectadas por Alternaria spp. en valores
superiores al 78 % (Tabla 2.12), siendo los mas efectivos el carboxin+thiram (500 ppm) y

difenoconazole (700 ppm).

2.4.6. Seleccion final de los fungicidas in vitro

Teniendo en cuenta los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial, la
inhibicion de la germinacion de los conidios de A. alternata a las 6 h de incubacion, la
germinacion de las semillas de amaranto y la inhibicion de la contaminacion de las
semillas de amaranto por Alternaria spp. (Tabla 2.13), podemos sefialar que el fungicida
carboxin+tthiram en promedio en todas sus concentraciones fue el mas eficiente para
inhibir el crecimiento del micelio (67 %), y la germinacién de conidios (81 %) ademas de

disminuir la contaminacion de las semillas por Alternaria spp. (86 %).

2.4.7. Efecto de los antagonistas sobre Alternaria alternata
2.4.7.1. Inhibicion del crecimiento micelial de Alternaria alternata in vitro

De los antagonistas evaluados se destacod T. atroviride por ejercer el mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento micelial de 4. alternata (50 %) y en orden decreciente C.
globosum (26,90 %) y E. nigrum (21,11 %) (Tabla 2.14).

Lopez et al. (2019) reportaron un porcentaje de inhibicion de las colonias de A.
alternata por T. atroviride inferior al 40 %, valor que fue inferior al obtenido en este

trabajo.

2.4.7.2. Analisis de la zona de interaccion entre Alternaria alternata y los antagonistas

En las zonas de interaccion en cada uno de los cultivos duales a los siete dias, se
observaron enrollamientos de las hifas de C. globosum (Fig. 2.7a), E. nigrum (Fig 2.8¢) y
T. atroviride (Fig. 2.9b), alrededor de las hifas de 4. alternata.

Resultados similares lo obtuvieron Cullen y Andrews (1984); Walther y Gindrat
(1988); Di Pietro et al. (1992), con C. globosum, Brown et al. (1987) con E. nigrum y
Chaitanya et al. (2018) con T. atroviride.

En la zona de interaccidn entre 4. alternata y T. atroviride también se observaron

estructuras similares a ganchos o apresorios, lisis de hifas de A. alternata y posterior
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penetracion (Fig. 2.9¢ y Fig. 2.9d); resultados similares fueron reportados por Viglas y
Olejnikova (2019).

En relacion a los halos de inhibicion, solo se observaron en los cultivos duales entre
A. alternata con E. nigrum y T. atroviride. Estos halos de inhibicién indicarian que E.
nigrum y T. atroviride estarian produciendo compuestos bioactivos que detendrian el
crecimiento y/o la esporulacion del patdgeno.

En el caso de E. nigrum, los efectos antifingicos son atribuidos a la producciéon de
compuestos bioactivos (Burge et al., 1976; Baute et al., 1978; Brown et al., 1987; Madrigal
et al., 1991) y en el caso de T. atroviride son atribuidos a la produccion de antifungicos
solubles en el medio

En los cultivos duales entre A. alternata y C. globosum no se observaron halos de
inhibicion lo cual sugiere que la cepa utilizada de C. globosum no seria productora de
antibidticos o bien si los produjo fue en una minima cantidad. Estos resultados difieren de
los hallados por Kohl et al. (1997) y Di Pietro et al (1992) quienes hallaron sustancias
antibioticas producidas por C. globosum y que estarian involucradas en el biocontrol de los
patogenos.

De los antagonistas evaluados, se destacod T. atroviride por desarrollar sobre A.
alternata, los mecanismos de control de micoparasitismo, competencia y antibiosis,

coincidiendo con lo reportado por Adams, (1990).

2.4.8. Efectos de los antagonistas de Alternaria alternata en las semillas de amaranto

Los antagonistas C. globosum y E. nigrum produjeron fitotoxicidad en las semillas
de amaranto disminuyendo el poder germinativo C. globosum en un 49 % y E. nigrum en
un 42 % (Tabla 2.15).

La fitotoxicidad producida en las semillas de amaranto por C. globosum es
coincidente con lo citado por Nelum et al. (2015) en semillas de lechuga.

Por el contrario, en maiz C. globosum se utilizd para el control del tizon foliar
causado por Fusarium roseum sp. cerealis var. graminearum no teniendo efectos adversos
en el cultivo (Chang y Kommedahl, 1968).

La fitotoxicidad producida por E. nigrum en semillas de amaranto es coincidente
con lo observado por Ou (1972) en semillas de arroz.

En cambio, 7. atroviride no afect6 la germinacién de las semillas de amaranto
(Tabla 2.15) y en plantulas increment6 el tamafio de la radicula en un 68 % (Tabla 2.16) y
del hipocotilo en un 90 % (Tabla 2.17).
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Los incrementos en el desarrollo radicular y en el largo de hipocoétilo inducidos por
T. atroviride podrian deberse a compuestos auxinicos producidos por Trichoderma.

Segin Hernandez-Mendoza et al. (2012) las especies de Trichoderma secretan
compuestos auxinicos como el acido indolacético que estimulan la germinacion, el
crecimiento, el desarrollo radicular y mejora la asimilacion de los nutrientes.

Resultados similares fueron observados por distintos autores en numerosos cultivos
(Harman et al., 2004; Lorito, 2006; Martinez et al., 2008; Begum et al., 2010; Okoth et al.,
2011). Por el contrario, los resultados no son coincidentes con los de Viglas y Olejnikov
(2019) quienes hallaron en Lepidium un incremento en el numero de raices pero no en su

longitud.

2.4.9. Manejo del tizon foliar: Ensayos in vivo
2.4.9.1. Aparicion de las primeras lesiones foliares

Las primeras lesiones foliares se manifestaron a los 34 dias después de la
emergencia del cultivo en la primera campafa y a los 27 dias en la segunda campafia. Esto

es coincidente con lo observado por Kgatle et al. (2020) en cultivos de girasol.

2.4.9.2. Escalas aplicadas de acuerdo al tipo de lesion

En el cultivo de amaranto se observaron dos tipos de lesiones foliares producidas
por Alternaria spp.: unas mas pequefias con contornos regulares comiinmente asociadas
con manchas foliares y otras confluyentes, grandes e irregulares normalmente asociadas
con el tizon foliar producido por Alternaria. Por ese motivo, para evaluar la severidad del
dano foliar se estim6 conveniente aplicar el criterio convencional de utilizar dos escalas
diferentes de acuerdo al grado de lesiones manifestado en las hojas.

Segin Meena et al. (2017a), Alternaria spp. produce las toxinas TeA, AOH y AME
que provocan alteracion de la fotosintesis, muerte celular y necrosis en los tejidos. Estan
manchas necroticas se van incrementando cuanto mas tiempo estan expuestos los tejidos al
accionar de las micotoxinas, fundamentalmente el TeA, que es la mas destructora. Por esa
razon, en el futuro, seria conveniente revisar este criterio de clasificacion y no considerar
como si fuesen dos enfermedades diferentes sino distintos grados de expresion de la misma

enfermedad.
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2.4.9.3. Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar segiin
tratamientos

Los resultados de las dos campafias consecutivas revelaron que el genotipo de
amaranto utilizado permiti6 detectar diferencias significativas entre los tratamientos y el
control al evaluar el Area bajo la Curva de progreso de la incidencia del tizon foliar.

Si se analiza el 4rea bajo la Curva de progreso de la enfermedad, calculada en base
a la incidencia del tizon foliar segtn los analisis exploratorios y confirmatorios (Tabla 2.28
y Tabla 2.30), los resultados de los tratamientos integrados por los fungicidas mas la
fertilizacion del suelo en las dos campanas se diferenciaron del control el cual registrd los

maximos valores de la enfermedad.

2.4.9.4 Condiciones ambientales que favorecieron al tizon foliar en el cultivo de
amaranto

El desarrollo del tizon foliar en el cultivo de amaranto, se vio favorecido por
periodos climaticos humedos y célidos. Segin Galli (2006), Alternaria spp. comienza a
desarrollarse y multiplicarse. cuando las condiciones de humedad ambiente son superiores
al 85%. Las condiciones ambientales pueden influir en la incidencia de la enfermedad, la
fisiologia del cultivo y la efectividad de los tratamientos aplicados.

En relacion a la precipitacion, en las dos campafas se registraron condiciones
ambientales diferentes no solo por la cantidad total de lluvia acumulada durante el ciclo del
cultivo sino también en la distribucion mensual de la misma (Fig. 2.10 y Fig. 2.11).

En la primera campafia la precipitacion total acumulada (601,5 mm) fue menor en
comparacion a la segunda campafia (863,8 mm).

A su vez, en la primera campaia la precipitacion maxima mensual se produjo en el mes de
enero (261,1 mm) y en la segunda campana en el mes de marzo (288,1 mm) (Fig. 2.10 y
Fig. 2.11), lo que trajo aparejado un desarrollo y comportamiento de la enfermedad

diferente en cada una de las campafias.

2.4.9.5 Incidencia del tizon foliar en amaranto

Los maximos valores de incidencia de tizon foliar se registraron en el tratamiento
control a los 33 y 84 dias después de la emergencia del cultivo en cada una de las
campafias, coincidiendo con los maximos registros de precipitaciones mensuales (Fig. 2.10
y Fig. 2.11), lo que hace suponer que las precipitaciones tendrian incidencia directa sobre

el tizon foliar del amaranto.
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2.4.9.6 Severidad del tizon foliar en el cultivo

La maxima severidad del tizon foliar se registr6 en el tratamiento control en
condiciones de temperaturas superiores a 28 °C y humedad relativa superior al 65 %. En la
primera campaifa, dichas condiciones se presentaron a los 62 dias después de la
emergencia del cultivo y en la segunda campafia a los 56 dias (Tabla 2.30). En el resto de
los tratamientos, la incidencia menor se deberia al accionar de los fungicidas y/o los

biocontroladores.

2.4.9.7. Seleccion de los tratamientos en funcion de las principales variables
epidemiologicas y agronomicas

El analisis exploratorio de los datos correspondientes a las variables de interés
epidemioldgico y agrondémico sumados a los andlisis estadisticos confirmatorios no fueron
suficientes para determinar los tratamientos mas eficientes para reducir los dafios
generados por el tizon foliar en el cultivo en ambas campaiias, por lo cual, se utilizaron los
indices ad hoc (Tabla 2.47; Tabla 2.48 y Tabla 2.49).

El primer indice de seleccion (IRV), diferencid a los tratamientos con mayor
efectividad en relacion a las variables analizadas guiando la seleccion de los mismos
(Tabla 2.47). Los andlisis estadisticos utilizados son coincidentes con los utilizados por
Costa et al. (2002), motivo por lo cual no solo se consideraron variables fitosanitarias sino
también las agrondmicas.

El segundo indice de seleccion (IRPPVE), fue utilizado para cuantificar las
diferencias relativas porcentuales con respecto al control teniendo en cuenta las variables
epidemioldgicas y agronomicas (Tabla 2.48).

Perell6 et al., (2015) también utiliz6 indices de dafio basados en la incidencia y la
severidad de las enfermedades causadas por Alternaria en trigo.

Segun los indices ad hoc IRPPVE (Tabla 2.48) e IRPPVA (Tabla 2.49) se puede
afirmar que el manejo del tizon foliar, al menos en las condiciones establecidas, puede
realizarse con tratamientos combinados que integren la fertilizacion del suelo mas la
aplicacion en semillas del fungicida carboxin+thiram (500 ppm) o con propagulos de 7.

atroviride.

2.4.9.8. Tratamientos seleccionados
Los tratamientos mas efectivos para controlar el tizon foliar en amaranto fueron los

tratamientos T4 y T7. El tratamiento T4 redujo tanto la incidencia como la severidad del
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tizon foliar segtn el Area bajo la curva de progreso de la enfermedad en comparacién al
tratamiento control (Tablas 2.28 y 2.30). Los bajos niveles de incidencia y severidad del
tizén foliar en el tratamiento T4 hacen suponer que la enfermedad fue retrasada por efecto
del fungicida.

Posiblemente, los diferentes mecanismos de accion del carboxint+thiram y la
actividad inhibitoria comprobada in vitro sobre el micelio (Tabla 2.4) y los conidios de 4.
alternata (Tabla 2.5) hayan contribuido a controlar al tizon foliar. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos por Kabir et al. (2006) en arroz y Malajer y Mian (2009) en
trigo.

En el cultivo de algodon, Bhattiprolu (2017) y Monga et al. (2018) reportaron una
reduccion en la intensidad de las manchas foliares ocasionada por Alternaria por la
aplicacion del carboxin+thiram en semillas.

Ademas, los efectos del tratamiento T4 sobre el tizon foliar y el rendimiento del
cultivo pueden deberse al efecto combinado de la fertilizacion del suelo y el tratamiento de
las semillas con el fungicida carboxin+thiram, que tiene accion protectora y curativa.

El thiram tiene actividad sobre el control del desarrollo micelial como en la
germinacion de los conidios de hongos ademas de estimular el crecimiento de las plantas.
Kabir et al. (2006) en arroz y Malajer y Mian (2009) en trigo, reportaron incrementos
significativos en la produccion de los cultivos por la aplicacion de carboxintthiram en
semillas.

En estudios previos, Noelting et al. (2016) hallaron presencia de micelio en el
embrion de las semillas de amaranto. Por dicho motivo es factible que el carboxin+thiram,
al ser un fungicida sistémico haya controlado tanto al micelio como a los conidios en los
embriones infectados, siendo este el motivo, por lo cual fue mas efectivo en el control de
Alternaria spp. en los ensayos a campo. El incremento registrado del 34,5 % de materia
seca en las plantulas de amaranto (Tabla 2.37) en relacion al control, en los tratamientos
cuyas semillas fueron tratadas con carboxin+thiram es coincidente con los obtenidos por
Rogério et al. (2012) en cultivos de cartamo.

A su vez, el tratamiento T7 redujo en relacion al tratamiento control (T1) en
promedio en ambas campafias el Area bajo la Curva de progreso de la enfermedad
calculada en base a la severidad del tizon foliar en un 69.71 % (Tabla 2.29) e incremento el
rendimiento en semillas en un 36.80 % (Tabla 2.35).

En el presente estudio, la reduccion de la severidad del tizon foliar podria deberse a

un efecto directo sobre el patdgeno en coincidencia con lo hallado por Vijayalakshmi et al.
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(2018) con T. atroviride o a un fenomeno de resistencia inducida por Trichoderma
(Harman et al., 2004). Resultados similares fueron hallados por Surekha et al. (2013) en
cultivos de poroto mung (Vigna radiata), incrementandose los rendimientos al aplicar
esporas de Trichoderma en las semillas (Chet et al., 1997).

El incremento en el rendimiento de las semillas de amaranto (Tabla 2.38) fue
superior a los obtenidos por Bjorkman et al. (2010) en cultivos de soja y maiz. La
cobertura de las semillas con microorganismos benéficos, es una alternativa, que
aseguraria la colonizacion de las raices de las plantas de una manera mas efectiva
(Harman, 2000).

En condiciones controladas Trichoderma atroviride, incrementd en relacion al
tratamiento control el largo de la radicula (68 %) y del hipocotilo (80,56 %) y a campo la
produccion de semillas (37 %) lo cual fue coincidente por lo reportado en diversos cultivos
por Harman (2000). Los efectos bioestimulantes del crecimiento de 7. atroviride
observados en las plantulas de amaranto, en términos generales, son coincidentes con los
resultados de Vigla§ y Olejnikova (2019), siendo probable que el mayor crecimiento de las
plantas se halla visto favorecido por el accionar de las hormonas (Arora et al., 1992).

La cepa de Trichoderma atroviride utilizada fue aislada de semillas de un genotipo
de amaranto con escasa contaminacion por Alternaria spp. y a su vez, recolectadas de
plantas madres que tuvieron un buen comportamiento sanitario a campo. Este método de
seleccion difiere del propuesto por Cook y Baker (1983) quienes consideran que los
aislamientos efectivos de antagonistas de patdgenos deberian ser extraidos de hospedantes

susceptibles en los cuales el patdgeno no produciria la enfermedad o la misma seria leve.
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2.6. CONCLUSIONES

e En los ensayos in vitro, los fungicidas que tuvieron mejor comportamiento fueron:
carboxin+thiram (500 ppm); difenoconazole (700 ppm) y sulfato de cobre
pentahidratado (500 ppm) por ser inocuos para las semillas y plantulas de amaranto

e inhibir el desarrollo micelial y la germinacionde los conidios de A. alternata.

e De los antagonistas evaluados se destaco la cepa de Trichoderma atroviride por su
capacidad de: a) Inhibir el crecimiento micelial de A. alternata, b) Micoparasitar
sus hifas y c¢) Estimular el crecimiento de la raiz y del hipocotilo en plantulas de

amaranto.

e En los ensayos in vivo, tuvieron mejor comportamiento los tratamientos en los
cuales se integrd la fertilizaciéon del suelo previo a la siembra junto con la
aplicacion en las semillas de carboxin+thiram 500 ppm (T4) o Trichoderma
atroviride (T7). Ambos tratamientos redujeron en promedio en las dos campafias la
incidencia del tizon foliar y la contaminacion de las semillas por Alternaria spp. €
incrementaron el poder germinativo, el rendimiento en materia seca y peso de 1000

semillas.
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CAPITULO 111
3. MANCHADO EN SEMILLAS DE AMARANTO

RESUMEN

En el presente capitulo se describe al manchado que afecta a las semillas de amaranto
como una nueva patologia que podria limitar su cultivo. El estudio se llevo a cabo con los
objetivos de: a) Determinar la etiologia de la patologia que afectaba a las semillas de
amaranto, b) Localizar al patdogeno en las semillas, ¢) Determinar micotoxinas y d) Evaluar
el comportamiento sanitario de la nueva patologia en genotipos de distinto ciclo. Se
realizaron andlisis sanitarios de rutina (blotter test y APG test), histopatologicos y
micoldgicos. Se efectuaron ensayos a campo para determinar el comportamiento sanitario
de los genotipos de distinto ciclo a esta nueva patologia. Los resultados in vitro y la
identificacion molecular del patdogeno, indicaron que Alternaria alternata es el principal
microorganismo asociado a las semillas manchadas con una incidencia del 41 %. Las
pruebas de patogenicidad realizadas con este microorganismo demostraron su capacidad
para producir el manchado de las semillas, reducir la germinacion e inducir el desarrollo
anormal de las plantulas. El andlisis histopatologico y micolégico de las semillas
manchadas permiti6 a) Localizar los propagulos de A. alternata en todos los componentes
seminales; b) Observar hipertrofias en perisperma y embridén; c¢) Detectar mayor
concentracion de micotoxinas en semillas manchadas y d) Diferenciar a genotipos de
amaranto de distinto ciclo destacandose el genotipo de ciclo corto por producir semillas
que tuvieron mayor poder germinativo, menor incidencia del manchado y escasa a nula

contaminacion por micotoxinas.

Palabras clave: Alternaria , manchado, germinacion, hipertrofias, genotipos, micotoxinas.
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3.1. INTRODUCCION

Las semillas pueden ser portadoras de microorganismos fingicos que ingresan
durante el cultivo o desarrollan en condiciones de almacenamiento (Christensen y
Kauffan, 1965). Entre los primeros encontramos a los géneros Alternaria, Fusarium,
Drechslera y Bipolaris, que pueden afectar el stand de plantas, tamafo, peso de granos y/o
su calidad industrial (Neergaard, 1979), produciendo importantes pérdidas econémicas. En
cambio, las especies de los géneros Aspergillus y Penicillium se encuentran entre los
principales hongos de almacenamiento, los cuales se desarrollan con alto grado de
humedad, teniendo una incidencia menor que los anteriormente mencionados.

En general los sintomas causados por los microorganismos en los granos y/o
semillas pueden manifestarse en forma de pudriciones, esclerotizaciones, reduccion del
tamafio y manchados (Neegaard, 1979). Esta ultima alteracion implica un cambio en la
coloracion parcial o total de las semillas, sumado a la pérdida de la viabilidad y calidad
industrial debido a la accidon toxicogénica de compuestos producidos por los
microorganismos.

El manchado de granos es una alteracion muy frecuente entre las gramineas como
trigo, cebada, avena y centeno. Entre los microorganismos asociados a esta patologia se
encuentran diversas especies de Dematidceas que comprenden a los géneros Alternaria,
Bipolaris, Drechslera, Cladosporium y Curvularia, entre otros (Barreto y Fortugno, 1994;
Sisterna y Sarandéon, 2000; Sisterna y Carranza, 2004; Sisterna y Minhot, 2004). De los
mencionados, Alternaria es el género aislado con mayor frecuencia. Sus especies pueden
producir una variedad de compuestos diferentes, algunos de los cuales son toxicos para el
hombre y los animales (micotoxinas) y otros para las plantas (fitotoxinas) (Minoletti et al.,
2000, Dusemund et al., 2018).

En las Cruciferas tanto en Raphanus sativus como en Sinapis alba es muy comun
la decoloracion grisacea de las semillas. Neergard (1945) y Jorgensen (1967) demostraron
que la causa directa de esta decoloracion es el hinchamiento del parénquima
subepidérmico de las cubiertas lo cual facilitaria la penetracion de Alternaria spp.

En Coriandrum sativum L., las semillas afectadas por 4. alternata presentan una
decoloracion intensa que difiere del color café claro de las semillas sanas (Everhat et al.,
2003; Sandoval et al., 2006).

En el trigo, A. alternata produce una enfermedad conocida como escudete negro, la
misma afecta a los granos y se encuentra diseminada en todo el mundo (Mathur y Cunfer,

1993). Entre sus sintomas se destaca la coloracion oscura alrededor del extremo del

106



embrion (Conner y Davison, 1988). El grano afectado tiene menor tasa de germinacion y la
harina es de mala calidad comercial con sabor desagradable y color oscuro (Lorenz, 1986).

Por otro lado, el oscurecimiento de los granos en sorgo y en trigo esta
correlacionada con la presencia de toxinas de Alternaria spp. (Carrillo, 2003).

Los metabolitos producidos por Alternaria como alternariol, alternariol monometil
éter, acido tenuazonico, altenueno y altertoxina son perjudiciales para los animales
(Bottalico y Logrieco, 1992; Bensassi et al., 2012; Lee et al., 2015; Escriba et al., 2017)
constituyen un riesgo potencial para los consumidores (Pavon et al., 2012).

Del andlisis histologico de los granos afectados se demostré que A. alternata es la
responsable de inducir alteraciones en los tejidos embrionarios, ocasionando
oscurecimiento y pérdida del contenido celular, desarrollandose las hifas del hongo en

todos los tejidos afectados (Agrawal et al., 1987).

3.1.1. Analisis de situacion

Alternaria alternata ha sido el microorganismo aislado con mayor frecuencia en las
semillas de especies cultivadas y silvestres de amaranto, (Weaver y McWilliams, 1980;
Bartolini y Hampton, 1989; Noelting et al., 2004, 2016).

En el analisis de semillas de amaranto cosechadas en el afio 2007 en Llavallol,
realizado con un microscopio estereoscopico, se observaron distintas coloraciones en las
mismas, variando desde marron castafio hasta marrén castafio oscuro a negro.

En el cultivo de amaranto no se tiene informacion sobre andlisis histoldgicos de
semillas manchadas infectadas con A4. alternata ni si dicho microorganismo induce
alteraciones en los tejidos seminales colonizados como el tipo y contenido de micotoxinas
en las semillas manchadas.

Teniendo en cuenta la falta de informacion con respecto al manchado en las

semillas de amaranto, se realizo el siguiente estudio.
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3.1.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

El manchado de las semillas tiene efectos negativos sobre la viabilidad y calidad
sanitaria de las mismas siendo el principal agente etiologico Alternaria alternata

responsable asimismo de producir lesiones foliares en el cultivo.

A través del mejoramiento genético, se pueden obtener genotipos mas tolerantes a

la contaminacion con Alternaria spp. y con menor contenido de micotoxinas.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la etiologia del manchado que afecta a las semillas de amaranto.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la sintomatologia que afecta a las semillas de amaranto.

Identificar la micobiota asociada a las semillas manchadas de amaranto.

Evaluar la actividad patogena del principal microorganismo aislado.

Desarrollar y evaluar una técnica que produzca artificialmente el manchado de las
semillas en amaranto.

Identificar microorganismos fingicos en los tejidos seminales.

Analizar los tejidos seminales de las semillas asintomaticas y manchadas tanto
natural como artificialmente.

Determinar el tipo y concentracion de metabolitos secundarios fingicos en semillas
de amaranto normales y manchadas.

Analizar el comportamiento sanitario de cinco genotipos de amaranto cuatro de

ciclo largo (160 dias) y uno de ciclo precoz (79 dias).
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Descripcion de la sintomatologia que afecta a las semillas de amaranto

3.3.1.1. Muestra de semillas

Se utilizaron semillas de A. caudatus subsp. mantegazzianus cosechadas en el afio
2007 de un cultivo ubicado en la localidad de Llavallol, provincia de Buenos Aires,
Argentina. Las semillas se examinaron en un microscopio estereoscopico marca Nikon 200

X para describir su apariencia.

3.3.1.2. Analisis sanitario de las semillas

Con el fin de evaluar la micoflora presente en las semillas de amaranto aspecto
normal y manchadas, se utilizaron semillas de apariencia normal (S1) y manchadas (S2),
sin desinfectar (D0) y desinfectadas (D1) con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%
durante 5 min. Las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y secaron
entre papeles de filtro estériles y posteriomente se sembraron en los medios de cultivo
blotter test (M1)y agar papa glucosado (APG) 2% (M2)

Por cada tratamiento se sembraron 400 semillas divididas en grupos de 25 por
placa de Petri, en papeles de filtro humedecidos estériles (blotter test) o en APG, se
incubaron en una cdmara de crecimiento a 25+2 °C con 16 h de fotoperiodo durante siete
dias.

Después del periodo de incubacion, los microorganismos desarrollados fueron
identificados utilizando claves taxonémicas (Ellis, 1971, 1976; Simmons, 1995; Barnett y
Hunter, 1998; Leslie y Summerell, 2006; Booth, 1971; Pitt y Hocking, 1997) basadas en
caracteristicas morfobiométricas y culturales. La incidencia de las especies se expreséd
como frecuencia de los aislamientos (F) y densidad relativa (DR), segin Clarke y
Christensen (1981).

La frecuencia relativa se calculd mediante la siguiente formula:
F(%) Ns 100
= — %
0 Nx

Donde
Ns: Numero de semillas en donde el microorganismo esta presente.

Nx: Numero total de semillas.
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La densidad relativa se calculé de acuerdo a la siguiente formula:

100

DR(N1) =
ND =N e

Donde:
DR (N1): Densidad relativa del microorganismo 1.
N1: Numero total de semillas afectadas por el microorganismo 1.

N1+N2+...+Nt: Numero total de semillas contaminadas por los microorganismos.

Las variables analizadas fueron: porcentaje de incidencia de semillas contaminadas
con el microorganismo aislado con mayor frecuencia y porcentaje de germinacion de las

semillas.

3.3.1.3. Identificacion del microorganismo principal aislado de semillas manchadas
Se realiz6 la identificacion a nivel morfoldégico y molecular el principal

microorganismo fungico aislado de semillas manchadas.

3.3.1.4. Pruebas de patogenicidad
Indculo:

Se utilizd como in6éculo una suspension de esporas obtenidas de colonias
desarrolladas placas de Petri con APG durante siete dias de incubacion en cédmara de
cultivo a 2542 °C del principal microorganismo aislado de las semillas manchadas.
Material vegetal

Se utilizaron semillas de apariencia normal las cuales se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min, se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril y secaron entre papeles de filtro estériles.

La inoculacion se realizo con una suspension conidial a una concentracion de 1x10°
esporas ml™'. Las semillas inoculadas (100 por cada tratamiento) se sembraron en placas de
Petri sobre papel de filtro humedecido estéril incubandose en una cadmara de crecimiento a
25+2 °C durante siete dias.

Con posterioridad a la incubacion, se evaluo el porcentaje de incidencia de semillas

manchadas y de germinacion de las mismas.

3.3.1.5. Analisis estadistico
El ensayo se realizd segun un disefio completamente aleatorizado en arreglo

factorial (2x2x2) con una combinacion de 8 tratamientos que incluyeron los dos tipos de
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semillas, S1 (normales) y S2 (manchadas); dos métodos de analisis sanitarios, M1 (blotter
test)y y M2 (APG) y dos tipos de desinfeccion, DO (sin desinfeccion) y D1 (con
desinfeccion), con cuatro repeticiones para cada uno de los tratamientos.

Las variables analizadas fueron: porcentaje de incidencia de semillas tratadas con el
microorganismo aislado con mayor frecuencia y porcentaje de germinacion de las mismas.

En todos los casos se analizaron supuestos de homogeneidad de varianzas y de
normalidad.

Los datos originales de incidencia de A. alternata debieron ser transformados
previamente, (A los datos originales se le sum6 1 como constante ya que habia muchos
valores ceros y luego se aplicoé la transformacién arcoseno de la raiz cuadrada de la
proporcion de la incidencia mas uno). En todos los casos se analizaron las interacciones
significativas.

El analisis fue complementado con la aplicacion de pruebas de comparaciones

multiples de Tukey con un nivel de significacion (p<0,05).

3.3.2. Analisis histopatologico y micoldgico de semillas
3.3.2.1. Puesta a punto de la técnica para inducir el manchado en forma artificial de
las semillas de amaranto.

Con la finalidad de inducir el manchado en las semillas de amaranto en forma
artificial, se tomaron semillas de aspecto normal, se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 3 % durante 5 minutos, se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se secaron
entre papeles de filtro estériles, sembrandose en placas de Petri que contenian cuatro capas
de papel de filtro humedecido con 5 ml de agua destilada estéril. Se incubaron en camara
de cultivo durante 24 h a 20 °C y con un fotoperiodo de 12 h luz.

Para inhibir la germinacion de las semillas se colocaron en un freezer a -22 °C
durante 24 h. Las semillas tratadas con frio, se sembraron sobre colonias de A. alternata y
se incubaron a 2042 °C a 12 h luz durante 7 dias. El control tuvo el mismo tratamiento pero
sin estar expuesto al patdégeno. A los siete dias después de la incubacion, se evaluo la

apariencia de las semillas tratadas (inoculadas) y sin tratar (control).
3.3.2.2. Componentes del plaqueo de semillas

Para identificar las especies fungicas en cada uno de los componentes de las

semillas de apariencia normal, manchadas en forma natural y manchadas por inoculacion
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previa con A. alternata, se tomaron cuarenta semillas de cada una de las muestra, se
sumergieron en agua durante 10 h y se diseccionaron con una aguja de diseccion.

Las semillas se dividieron en cuatro componentes: episperma, cotiledones, radicula
y perisperma. Cada componente se desinfectd por separado durante 5 minutos con
hipoclorito de sodio al 1 %, se enjuagd con agua destilada estéril y se colocd en bandejas
de poliestireno (15 cm de ancho por 21 cm de largo) con papel de filtro prehumedecido.
Las bandejas se incubaron en una camara de cultivo a 25+2 °C durante siete dias. Luego
del periodo de incubacion se identificaron los hongos en cada componente en base a claves
taxonémicas generales (Barnett y Hunter, 1998) y especificas (Simmons, 2007)

registrandose el porcentaje de la incidencia.

3.3.2.3. Analisis histopatolégico de las semillas de amaranto

Se fijaron cuarenta semillas de amaranto de las muestras de apariencia normal,
manchadas en forma natural y manchadas por inoculacion previa con 4. alternata en FAA
(Formol, alcohol etilico, acido acético) y se embebieron en parafina por el método de
D'Ambroggio (1986).

Posteriormente, las semillas se cortaron con un micrétomo rotativo Minot, en
secciones longitudinales y transversales de los tejidos seminales de 12 um de espesor. Se
colorearon con el método de doble tincion Safranina-fast green (D'Ambroggio, 1986; Reig
Arminana y Garcia Breijo, 2016); se montaron en portaobjetos en un medio sintético

(PMyR) y se observaron con microscopio Optico.

3.3.2.4. Analisis de los metabolitos secundarios

Se emple6 la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria
de masas (LC/MS-MS) con modificaciones del protocolo de Vishwanath et al. (2009) para
identificar y cuantificar la presencia y concentracion de seis metabolitos secundarios
fingicos: alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), acido tenuazonico (TeA),
altenueno (ALT), altertoxina I (ALTX-I) y tentoxina (TEN) en semillas de amaranto de
aspecto normal (S1); manchadas en forma natural (S2) y manchadas artificialmente con la
cepa de A. alternata (N° 1085 SC) aislada de semillas naturalmente manchadas (S3).

Las semillas de cada grupo por separado, se mezclaron con 5 ml de disolvente de
extraccion acetonitrilo/agua/acido acético (79:20:1) y se agitaron durante 10 minutos

seguido de ultrasonido durante 10 minutos por muestra. Se tomd 100 pl de la muestra se
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filtraron, secaron y redisolvieron en 1000 pl agua-acetonitrilo (1/1) y se analizé con el
sistema LC-MS/MS.

El analisis de metabolitos secundarios fungicos de la cepa de A. alternata, LPSC
N°1085 y de las semillas de amaranto se realizé por el método de multideteccion descripto
por Malachova et al. (2014).La cepa A. alternata, LPSC N°1085, se multiplico en agar
extracto de levadura sacarosa (YES) a 25 °C en oscuridad durante 14 dias, siguiendo el
método descripto por Samson et al. (2002).

La separacion cromatografica se realizd a 25 °C en una columna Gemini C18, 150
x 4,6 mm ID., 5 um de tamafio de particula, equipado con C18 con cartucho de seguridad
de 4x3 mm ID. (Phenomenex, CA, USA) y acoplado a un sistema HPLC 1290 Series
(Agilent, Waldbronn, Germany).

Para detectar y cuantificar los metabolitos se utilizé el equipamiento QTrap Sistema
LC-MS/MS 5500 (Biosystems, CA, USA) equipado con una fuente de ionizacion Turbo
Ion Spray electrospray (ESI).

Las pruebas bioquimicas se llevaron a cabo en el Centre for Analytical Chemistry,

Tulln, Austria bajo la supervision del Dr. Michael Sulyok.

3.3.3. Respuesta de genotipos de distinto ciclo a patologias ocasionadas por Alternaria
Spp-

Los ensayos se llevaron a cabo durante las campanas 2013-2014 y 2014-2015. Se
evaluaron cinco genotipos de A. caudatus subsp. mantegazzianus de distinto ciclo, uno
precoz (79 dias) y cuatro de ciclo largo (160 dias).

Todos los genotipos se obtuvieron en el Instituto Fitotécnico de Santa Catalina a
partir de una muestra de semillas de un cultivar de 4. manteggazianus cv Don Manuel
proveniente de la provincia de La Pampa. Tras sucesivas generaciones de seleccion se
obtuvieron poblaciones con distintas caracteristicas fenotipicas y ciclos. En el caso del
genotipo de ciclo precoz, se seleccionaban las plantas precoces y posteriormente se
multiplicaban en parcelas aisladas.

Los ensayos se sembraron en la primer campafa el 21/12/2013 y en la segunda el
9/12/2014, manualmente a chorillo depositando las semillas en el fondo de los surcos a 2,5
cm de profundidad. La siembra se realizd segiin un disefio de bloques al azar con tres
repeticiones. La unidad experimental estaba conformada por 4 surcos de 4 m de largo cada
uno separados entre si a 0,50 m. El desmalezado y el aporque del cultivo se realizo

manualmente.
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Se cosecharon los dos surcos centrales de cada unidad experimental, elimindndose

los laterales para evitar los efectos de las borduras.

3.3.3.1. Condiciones ambientales durante el ciclo de los cultivos
Los registros meteorologicos diarios correspondientes a temperatura, humedad y

precipitacion fueron cedidos por el Servicio Meteorologico Nacional.

3.3.4. Variables evaluadas y analisis realizados
3.3.4.1. Analisis de lesiones foliares

Al aparecer las primeras lesiones foliares en el cultivo se recolectaron muestras de
hojas sintomdticas con el fin de identificar al agente etiologico. Las muestras se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min, se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se colocaron en bandejas sobre papeles esteriles humedecidos
(camara himeda) y en placas de Petri con APG al 2 %.

La identificacion de los microorganismos aislados de las lesiones foliares se realiz6
mediante la aplicacion de técnicas de rutina y la utilizacion de claves taxonomicas.

Para la identificaciobn taxondmica se tuvieron en cuenta caracteres
morfobiométricos de las estructuras reproductivas desarrolladas en APG y el patron de

esporulacion en APZ (Simmons 1995, 2007).

3.3.4.2. Variables evaluadas en las tres etapas del cultivo
Se evaluaron en el cultivo once variables divididas en tres etapas (cultivo, cosecha y post

cosecha).

3.3.4.2.1. Primera etapa

En la primera etapa se evalud la incidencia y severidad de las lesiones foliares a
partir de su aparicion en las plantas. Con este propdsito, se realizaron cinco monitoreos
cada siete dias evaludndose nlimero total de hojas, nimero de hojas afectadas por manchas
y/o tizones y severidad de las lesiones de diez plantas tomadas al azar en cada unidad
experimental.

La incidencia de manchas foliares (main), se determiné mediante el cociente entre
el nimero de hojas afectadas por manchas y el nimero total de hojas por planta

multiplicado por 100.
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El grado de severidad de manchas foliares (mase) se calculé6 mediante una escala
arbitraria de 9 grados de severidad utilizada en cultivos de girasol para evaluar la severidad
de dafo causado por A4.helianthi (Leite et al., 2002).

A partir de los valores de incidencia y de severidad para manchas foliares se estimd
el Area bajo la curva de progreso de enfermedad (ABCPE) calculado segin el modelo de

integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990), de acuerdo a la siguiente formula:
n-1
L+
ABCPE = Z [‘2—‘“] (tisg — )
i=1

Donde:
ABCPE: representa la enfermedad en un intervalo de tiempo expresada en este caso en
proporcion dia”'; n es el nimero de evaluaciones, I es la incidencia de la enfermedad y

(ti+1 — ty) es el intervalo entre dos evaluaciones consecutivas.

Con los datos de severidad se calculd el Area bajo la curva de progreso de la
severidad de las manchas foliares (MASE) para lo cual se utiliz6 la misma férmula a la
cual se reemplazo el valor de incidencia por el valor de severidad. En cuanto al tizon foliar,
tanto la severidad como la incidencia de hojas afectadas por manchas confluentes o
atizonadas fueron escasamente representativas como para efectuar el analisis

correspondiente en esta primera etapa.

3.3.4.2.2. Segunda etapa

En la segunda etapa (cosecha del cultivo) se tomaron diez plantas al azar en cada
unidad experimental, evaludndose altura de la planta; longitud de panojas; didmetro basal
de tallo; N° total de hojas por planta; N° total de hojas afectadas por manchas y/o tizéon
foliar producido por Alternaria spp. Con los datos de estas dos tltimas variables se calculd
la incidencia de hojas afectadas por lesiones necréticas (manchas y tizones) causadas por

Alternaria spp. expresados en porcentaje.

3.3.4.2.3. Tercera etapa

En la tercera etapa (post-cosecha del cultivo) se evaluaron las siguientes variables:
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-Rendimiento en semillas por metro cuadrado

Para su evaluacion se cosecharon las panojas de tres subparcelas dentro de una
parcela de 1 m’® cada una. Las panojas se secaron sobre zarandas y se trillaron
manualmente. Las impurezas se eliminaron zarandeando y aireando las semillas con un
ventilador. Posteriormente se tomaron muestras para determinar el porcentaje de humedad
de las semillas y ajustar el rendimiento por planta en base a un contenido de humedad
equivalente al 12 %. Para cada parcela se promedi6 el peso de las semillas por m”.

-Peso de 1000 semillas

Se pesaron muestras de 1000 semillas de cada uno de los genotipos y se secaron en
estufa. Los valores se ajustaron a un contenido de humedad del 12 %.
-Poder germinativo

Se tomaron al azar 400 semillas por cada uno de los genotipos, se sembraron en
bandejas con papel previamente humedecido (blotter test) y se colocaron en una camara de
cultivo a 25 °C con un fotoperiodo de 12/12 h luz-oscuridad durante siete dias. Después del
periodo de incubacion, se realizd el recuento de semillas germinadas segin las normas
ISTA (2016).

-Incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp.

Se sembraron 300 semillas sin desinfectar por cada genotipo sobre papel himedo
contenido en bandejas plésticas e incubadas durante 7 dias a 25 °C con un fotoperiodo
12/12 h luz-oscuridad. Luego del periodo de incubacion, se observaron las semillas con
una lupa para determinar la presencia de semillas contaminadas por Alternaria spp.

Para confirmar la identificacion se transfirié micelio y/o conidios de las semillas
contaminadas a placas de Petri en un medio de APZ incubadas en cdmara de cultivo a 25
°C con un fotoperiodo de 8 h luz y 16 h oscuridad.

La identificacion se realizé utilizando claves taxondmicas (Simmons, 1995, 2007).
Los datos se expresaron en porcentaje de incidencia de semillas contaminadas por
Alternaria spp.

-Incidencia del manchado en las semillas segin su tamaiio.

Para su evaluacion se tamizaron las semillas de cada uno de los genotipos por
separado con un tamiz de malla 1 mm®, obteniéndose en todos los casos dos subgrupos de
diferente tamafo, uno con semillas de un didmetro mayor a 1mm (SC) y otro con semillas
de un diametro igual o menor a 1 mm (SG).

Para calcular la incidencia de manchado en cada subgrupo se tomaron muestras al

azar de 400 semillas, se las examindé con una lupa y se determin6 la incidencia del
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manchado mediante el cociente entre cantidad de semillas manchadas o descoloridas sobre
el total de semillas analizadas por 100. A partir de las evaluaciones respectivas se registro
la incidencia de semillas manchadas de mayor tamafio (SMGQG) y la incidencia de semillas

manchadas de menro tamafio (SMC).

3.3.5. Analisis Multivariado.
3.3.5.1. Variables analizadas in situ en las tres etapas.

Los datos obtenidos, de las 11 variables, se sometieron al analisis multivariado
(Cuadras, 2014), que comprendi6: a) un analisis de correlaciones entre todas las variables,
b) un andlisis exploratorio de componentes principales sobre los promedios de los
genotipos entre todas las variables que incluyd graficos de biplots; ¢) un andlisis de
conglomerados sobre los promedios de los genotipos, entre las variables para cada
campana. Para el andlisis de conglomerados se emple6 la matriz de distancias Euclideas.
La seleccion del método jerarquico de agrupamiento se realizé a través de coeficiente de
correlacion cofenética (Sokal y Rohlf, 1962).

En segunda instancia se realiz6 un anélisis de varianza para cada variable: En todos
los casos se analizaron los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas y
aditividad. Para cada una de las variables se efectu6 un andlisis de varianza de las
campafias utilizando un modelo mixto (Mc Culloch y Searle, 2001).

El modelo incluy6 en la parte fija a los genotipos de amaranto, las campaiias, la
interaccion entre genotipo, campaia y en la parte aleatoria los bloques anidados en cada
campaiia. Cuando no se cumplié el supuesto de homogeneidad de varianzas, se emplearon
modelos mixtos con una matriz de errores diagonal heterogénea segin region, en el
ANOVA (Mc Culloch y Searle, 2001).

Las diferencias entre tratamientos fueron calculadas mediante las pruebas de
comparaciones multiples de Tukey (varianzas homogéneas) o Tukey-Kramer (varianzas
heterogéneas). Todos los andlisis fueron realizados con los programas estadisticos software
InfoStat (Di Rienzo et al., 2018) y SAS (SAS, 2016) y trabajandose con un nivel de

significacion del 5%.
3.3.6. Analisis de metabolitos secundarios en semillas de genotipos de distinto ciclo

El andlisis de seis metabolitos secundarios fungicos (toxinas) viz alternariol

alternariol, mono metil éter, altenueno, tentoxina, acido tenuazoénico y altertoxina I en
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semillas de amaranto se llevd a cabo utilizando el método de deteccion multiple descrito
por Malachova et al. (2014).

En todos los analisis se utilizaron semillas con mayor diametro >1 mm (SG) y
semillas de menor tamafio <Imm (SC) de los cinco genotipos de amaranto cosechadas en
los afios 2014 y 2015.

Se mezcld 1g de semillas de cada muestra con 5 ml de la extraccidon con disolvente
de acetonitrilo/agua/acido acético (79/20/1) y se agitd durante 10 minutos, seguido de
ultrasonicacion durante 10 minutos por muestra. Se tomaron 100 microlitros del filtrado, se
secaron y redisolvieron en 1000 microlitros de acetonitrilo-agua (1/1).

Para detectar y cuantificar los metabolitos de las semillas se utiliz6 el equipamiento
QTrap Sistema LC-MS/MS 5500 (Biosystems, CA, USA) equipado con una fuente de
ionizacion Turbo Ion Spray electrospray (ESI) y un sistema HPLC 1290 Series (Agilent,
Waldbronn, Germany).La separacion cromatografica se realizé a 25 °C en una columna
Gemini C18, 150 x 4,6 mm i.d., 5 um de tamafo de particula, equipado con C18 con
cartucho de seguridad 4 x 3 mm i.d. (Phenomenex, CA, USA).

Las pruebas bioquimicas para la deteccion de las toxinas se llevaron a cabo en el

Centro de Quimica analitica ubicado en Tulln, Austria por el Dr.Michael Sulyok.
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3.4. RESULTADOS
3.4.1. Descripcion de los sintomas que afectan a las semillas de amaranto

Las semillas de aspecto normal mostraron un color blanquecino a ocraceo (Fig.
3.1a); mientras que las manchadas presentaron una coloracion que varié de marrdn claro a
negro (Fig. 3.1b). En la mayoria de las semillas afectadas, este sintoma se manifestdé en
toda la superficie, mientras que en otras estaba restringido al area basal proxima al

embrion.

Figura 3.1. Semillas de amaranto de apariencia normal
(a) y manchadas en forma natural (b).

3.4.2. Analisis sanitario de semillas manchadas y no manchadas de amaranto
Alternaria alternata fue el principal microorganismo aislado de las semillas
manchadas teniendo el mayor porcentaje de incidencia y frecuencia relativa de aparicion

(Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Micobiota aislada de semillas normales y manchadas de amaranto.

Alternaria  Bipolaris Fusarium  Cladosporium  Penicillium Epicoccum Phoma Rhyzopus

spp. spp. equiseti  Cladosporioides spp- nigrum spp. nigricans

Tratamientos F DR F DR F DR F DR F DR F DR F DR F DR

SIM1D0 1,75 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
S1IM1D1 0,20 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 7,15 0,20 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S1M2D0 9,25 30,00 0,00 0,00 1,00 6,20 1,00 542 6,25 3343 1,00 490 0,00 000 0,00 0,00
S1M2D1 0,50 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 6,25 2,00 38,12 0,00 0,00 0,00 000 125 4,56
S2M1D0 59,00 98,32 025 0,40 0,50 0,80 0,00 0,00 025 046 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
S2M1D1 24,75 96,00 0,00 0,00 1,00 3,99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
S2M2D0 65,25 84,49 0,00 0,00 8,75 11,56 0,75 095 1,50 198 0,50 0,68 025 031 0,00 0,00

S2M2D1 17,50 51,44 0,00 0,00 3,25 9,62 1,00 2,98 10,00 29,31 0,50 1,47 0,00 0,00 1,75 5,14

F: Frecuencia de ocurrencia; DR: densidad relativa de cada microorganismo aislado de semilla de
amaranto; S1: semillas normales, S2: semillas manchadas, M1: blotter test, M2: APG, DO0: semillas
sin desinfectar y D1: semillas desinfectadas.

Las colonias en medio APG, después de 7 dias de incubacion, tenian un aspecto

afieltrado, color gris oscuro a negro con un didmetro de 45 mm (Fig. 3.2a); conidios de
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forma ovoide a elipsoidal 24,6+£3,5 pum x 14,6+£0,7 pm (Fig. 3.2b) con color marrén
amarillento y septos transversales y longitudinales; conidi6foros primarios solitarios
(32,448,9 um) y el patron de esporulacion en Agar agua presentd mas de tres ramas de
conidios por cadena (Fig. 3.2¢).

La identificacion en base a caracteres morfobiométricos y culturales fue coincidente

con la identificacion a nivel molecular (Anexo 6.2).

Figura 3.2. Colonia identificada morfologicamente y
molecularmente como A. alternata en APG (a), patron de
esporulacion (b) y conidios en Agar agua (c).

La cepa de A. alternata fue depositada en la coleccion de cultivos del Instituto
Carlos Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La
Plata, Buenos Aires, Argentina, con el nimero de acceso LPSC N° 1085.

El resto de los microorganismos aislados (Tabla 3.1) fueron: Fusarium equiseti
(Corda) Sacc, Rhyzopus nigricans Ehrenb., Penicillium spp. Link, Phoma sp.Westend,
Bipolaris spp. y Epicoccum nigrum Link siendo estos dos ultimos géneros ampliamente
reportados en granos manchados de trigo (Sisterna, 1987; Carranza y Sisterna, 1993;

Sisterna y Sarandon, 2000; Sisterna y Minhot, 2004; Sisterna y Lori, 2005).

3.4.3. Pruebas de patogenicidad

A los siete dias de incubacion, las semillas sin inocular no mostraron sintomas de
manchado (Fig. 3.3a).

Sin embargo, en las semillas previamente inoculadas, el manchado en algunos
casos cubrio toda la superficie de la cubierta seminal, mientras que en otros el sintoma
estuvo restringido al area basal proxima al embrion (Fig. 3.3b). Las semillas manchadas
registraron un menor porcentaje de germinacion y un incremento en el numero de plantulas

anormales del 59 %.
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Figura 3.3. Semillas de amaranto de aspecto normal (a),
manchadas en forma artificial (b).

Entre los dafios ocasionados por A4. alternata, ademas del manchado en semillas
(Fig. 3.4a) se observaron plantulas de amaranto con clorosis (Fig. 3.4b), plegado de los
cotiledones (Fig. 3.4c y Fig. 3.4d), radicula atrofiada (Fig. 3.4d), manchado en los
cotiledones (Fig. 3.4e) y cancro en el hipocdtilo (Fig. 3.4f).

Figura 3.4. Dafos ocasionados en amaranto por A. alternata: manchado de
las semillas (a), clorosis en plantulas (b); plegado de cotiledones (¢ y d);
radicula atrofiada (d); manchado en cotiledones (¢); cancro en hipocétilo (f).

3.4.4.1 Incidencia de Alternaria spp.

Se observaron interacciones significativas entre métodos de andlisis sanitarios,
niveles de desinfeccion y tipos de semillas (Tabla 3.2), cuando se analiz6 el porcentaje de
incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp. (M*S gl: 31; CM: 82,1; F: 26,78;
p: 0,0000; M*D gl: 31 CM: 120,71; F: 39,35; p: 0,0000; S*D gl: 31; CM: 529,67; F:
172,65 p: 0,0000; CV: 6.99 %).

3.4.4.2. Porcentaje de germinacion de las semillas.
En la Tabla 3.2 se observaron interacciones significativas entre los métodos de
analisis sanitarios, tipos de semillas y niveles de desinfeccion aplicados a las semillas,

cuando se analiz6 el porcentaje de germinacion de las semillas (M*S gl:31; CM: 180,5;
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F:13.69; p:0,0011; M*D gl:31;CM:1568 F:118,9; p:0,0000; S*D gl:31;CM:1352; F:
102,52; p: 0,0000; CV:5,97%).

Tabla 3.2. Analisis de las interacciones significativas entre tipo de
semillas, método de andlisis y nivel de desinfeccion para las variables:
Incidencia de Alternaria spp. en semillas y poder germinativo

Interacciones 1A (%) PG (%)

a) SxM

S1 M1 7,85 a 87,12 a

S1 M2 12,71 b 82,00 b

S2 M2 39,07 ¢ 3937 ¢
S2 M1 40,62 ¢ 3500 ¢
b) SxD

S1 D1 6,53 a 89,00 a

S1 D0 14,03 b 80,12 b

S2 D1 2796 ¢ 54,62 ¢
S2 DO 51,73 d 19,75 d
¢) MxD

M2 DO 35,61 a 42,75 a

M1 DO 30,11 b 57,12 b
M1 D1 1836 ¢ 65,00 ¢
M2 D1 16,13 ¢ 78,62 d

S: semillas de amaranto, S1: semillas de apariencia normal, S2: semillas
manchadas; M: Métodos de analisis, M1: blotter test, M2: APG; D:
desinfeccion, DO: semillas sin desinfectar, D1: semillas desinfectadas. IA:
Incidencia de Alternaria spp. mas 1; PG: Porcentaje de germinacion. Los
valores dentro de la misma columna seguidos de la misma letra no son
estadisticamente diferentes (p<0,05) seglin la prueba de Tukey.

A continuacion se describen los resultados de las interacciones:

3.4.4.3. Interaccion entre tipo de semillas y método de analisis sanitarios

Variables evaluadas

a)Incidencia de Alfernaria spp. en semillas: Las semillas manchadas registraron en
promedio el mayor porcentaje de incidencia de Alternaria spp., independientemente de los
métodos de andlisis sanitarios utilizados ya sea blotter test o en APG (Tabla 3.2a). Por el
contrario, las semillas de aspecto normal registraron mayor incidencia de Alternaria spp.

(12,71 %) en APG y una menor incidencia (7,85 %) en blotter test. (Tabla 3.2a).
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b)Porcentaje de germinacion de las semillas: Las semillas de apariencia normal
registraron un mayor porcentaje de germinacion en el blotter test con respecto a las
semillas manchadas . El porcentaje de germinacion en promedio para semillas de aspecto
normal fue de 84,56 % encomparacion con el porcentaje de germinacion de las semillas

manchadas que fue de 37,18 % (Tabla3.2a).

3.4.4.4. Interaccion entre tipos de semillas y niveles de desinfeccion

Variables evaluadas

Incidencia de Alternaria spp. en semillas

La desinfeccion redujo la incidencia de Alternaria spp. en un 53,45 % en las semillas de
aspecto normal y 45,95 % en las semillas manchadas (Tabla 3.2b). Si se compara las
semillas normales y desinfectadas con las semillas manchadas y desinfectadas el
porcentaje de incidencia de Alternaria spp. se increment6 en un 62,94 % en las semillas
manchadas.

Porcentaje de germinacion de las semillas

La desinfeccion aplicada tanto en semillas de apariencia normal como manchadas
incremento la germinacion en un 11,08 % en semillas de aspecto normal y de un 176,55 %

en semillas manchadas (Tabla 3.2b).

3.4.4.5. Interaccion entre métodos analisis sanitarios de y niveles de desinfeccion
Variables evaluadas
Incidencia de Alternaria spp. en semillas

Analizando la interaccion entre los métodos de andlisis y los niveles de
desinfeccion de las semillas (Tabla 3.2c), se observa en semillas no desinfectadas
registraron mayor incidencia de Alternaria spp. en APG (36,61) que en el blotter test
(30,61).

Por el contrario, en las semillas desinfectadas, la incidencia de Alternaria fue
menor en comparacion de las no desinfectadas, no habiendo diferencias significativas
entre los métodos de analisis sanitarios (Tabla 3.2c).

Porcentaje de germinacion de las semillas

Con respecto a la germinacion de las semillas hubo diferencias significativas entre
los cuatro tratamientos (Tabla 3.2c). En los tratamientos sin desinfeccion las semillas
tuvieron menor poder germinativo que en los tratamientos con desinfeccion. En las

semillas sin desinfeccion el menor poder germinativo fue en APG y por el contrario con

123



las semillas desinfectadas el poder germinativo fue superior en APG que en el blotter test

(Tabla 3.2c¢).

3.4.5. Analisis histopatologicos y micologicos de las semillas de amaranto

3.4.5.1. Evaluacion de una nueva técnica para inducir el manchado artificialmente en

las semillas

Las semillas normales no inoculadas (tratamiento control), siete dias después de la

incubacidn, no mostraron sintomas de manchado (Fig. 3.5a).

manchadas en forma natural (b) y manchadas por
inoculacion con Alternaria alternata (c).

Las semillas de aspecto normal (Fig 3.5a) depositadas sobre colonias de A.
alternata mostraron mayor decoloracion y manchado (Fig.3.5¢) que las semillas

manchadas naturalmente (Fig. 3.5b).

3.4.5.2 Componentes del plaqueo de semillas

En la Tabla 3.3, se observa que A. alternata estd presente en todos los tejidos
seminales incluido el embrion, tanto en semillas manchadas en forma natural como en
forma artificial. En cambio, C. globosum, C. cladosporioides, E. nigrum y Mucor sp. se
hallaron en el episperma de las semillas de aspecto normal y F. oxysporum en el episperma
de las semillas manchadas naturalmente.

La mayor diversidad de microorganismos flngicos, aunque en concentraciones
relativamente bajas, se los encontro en el episperma de las semillas de aspecto normal; en
el perisperma solo desarrolld A. alternata y en el embrion no se observd ninglin

microorganismo (Tabla 3.3).

124



Tabla 3.3. Microorganismos fingicos aislados en tejidos seminales (episperma,
perisperma y embridn), de semillas de aspecto normal (S1), manchadas naturalmente

con Alternaria spp. (S2) y manchadas por inoculacion artificial con A. alternata (S3).

Episperma Perisperma Embrién

Microorganismos S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3
Alternaria spp. /A. alternata 1,00 7,84 10,00 0,50 5,00 6,00 0,00 2,50 3,00
Chaetomium globosum 1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cladosporium cladosporioides 2,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Epicoccum nigrum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Fusarium oxysporum 0,00 2,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mucor sp. 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
No identificados 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3.4.5.3. Analisis histopatologico de las semillas

manchadas

de amaranto de aspecto normal y

En los cortes histologicos realizados en semillas de aspecto normal, no se

observaron alteraciones en el perisperma (p), radicula (ra) y cotiledones (co), (Fig. 3.6a).

En cambio, en las semillas manchadas tanto en forma natural (Fig. 3.6b) como artificial

(Fig. 3.6c) se manifestaron alteraciones en el perisperma, radicula y cotiledones,

observandose hifas de Alfernaria en el episperma, perisperma, radicula y cotiledones.

Figura 3.6. Cortes longitudinales de semillas de amaranto de aspecto normal (a),

manchadas en forma natural (b) y artificial (c); perisperma (p), radicula (ra) y

cotiledones (co).

3.4.6. Analisis de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios identificados y cuantificados en la cepa de A. alternata

LPSC N°1085 y en semillas de amaranto de aspecto normal, manchadas naturalmente y
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artificialmente fueron: alternariol, alternariol mono-metil éter, acido tenuazonico,

altenueno, altertoxina I y tentoxina. ( Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Contenido de metabolitos secundarios en semillas de
amaranto normales, manchadas naturalmente y artificialmente con A.
alternata y en la cepa LPSC N°1085 de 4. alternata.

Metabolitos secundarios

Muestras AOH AME TeA ALT ALTX-1 TEN
S1 0,001 0,006 1,23 <LOD <LOD 0,09
S2 0,923 16,880 4,66 0,03 <LOD 0,43
S3 128,000 95,000 3.902,00 33,00 9,40 0,94

LPSC N°1085 154,800 103,450 1.155,50 69,45 2,34 <LOD
<LOD* (pg/g) 0,0001  0,0002  0,1091 0,0015 0,0015  1E-04

Concentracion de metabolitos en pg/kg de semillas de amaranto de aspecto normal (S1);
manchadas en forma natural (S2), manchadas artificialmente (S3) y en la cepa de 4.
alternata LPSC N° 1085 (upg/g de medio). Metabolitos: AOH, alternariol; AME,
alternariol mono-metil éter; TeA, acido tenuazdnico; ALT, altenueno; ALTX-I,
altertoxina I; TEN tentoxina. LOD: Limite de deteccion. Valores determinados para
LOD (en pg/g) para maiz siguiendo la guia EURACHEM (Sulyok et al., 2020).

Las semillas de aspecto normal registraron una menor concentracion de metabolitos
secundarios fungicos en relacion a las semillas manchadas en forma natural y manchadas
artificialmente (Tabla 3.4).

El 4cido tenuazodnico fue el metabolito hallado en concentraciones mas elevadas en
las semillas manchadas en forma artificial y en la cepa de A. alternata (LPSC N°1085)
desarrollada en medio APG, utilizada para inducir el manchado artificial en las semillas de
amaranto. El resto de metabolitos secundarios flingicos hallados, aunque en bajas

concentraciones fueron AME, AOH, ALT, ALTX-1y TEN (Tabla 3.4).

3.4.7. Condiciones ambientales durante las campafas: 2013-2014 y 2014-2015

En la Fig. 3.7 se observa el promedio mensual de las temperaturas méaximas y
minimas, humedad relativa y precipitacion correspondientes a la localidad de Llavallol,
Buenos Aires, desde diciembre del 2013 a junio del 2014 donde se llevo a cabo la primera
campaiia del cultivo de amaranto (Fig. 3.7a) y diciembre del 2014 a junio del 2015 cuando
se desarroll6 la segunda campaiia (Fig. 3.7b).

En la primer campana (Fig. 3.7a), la temperatura maxima fue de 32,23 °C en el mes
de diciembre y la minima (1,1 °C) en mayo, la humedad relativa fue baja durante
diciembre de 2013 y enero de 2014 incrementandose posteriormente y manteniéndose

constante hasta la cosecha del cultivo. La humedad relativa maxima fue de 98 % en el mes
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de abril. La precipitacion total fue de 763,40 mm con una precipitacion mensual maxima
de 215 mm en enero (Tabla 3.5).

Durante la segunda campana (Fig. 3.7b), la temperatura méaxima fue 29 °C en
enero, la humedad relativa fue baja durante todo el ciclo del cultivo, aunque la diferencia
mas notable con respecto al primer ciclo (Fig. 3.7a) es la precipitacion ya que tuvo un

promedio de 255,60 mm en contraste de los 763,40 mm de la primer campaiia (Tabla 3.5).
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Figura 3.7. Promedios mensuales de temperatura maxima, minima; humedad
relativa y precipitacion correspondientes a las campanas: a) 2013-2014 y b) 2014-
2015, localidad de Llavallol, Buenos Aires. Fuente Servicio Meteorologico
Nacional, Ezeiza.
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En la Tabla 3.5 se reportan los valores promedio correspondientes a la temperatura
total, maxima, minima; humedad relativa y precipitacion acumulada de siembra a cosecha
de los cinco genotipos de amaranto, uno de ciclo corto (siembra a cosecha de 79 dias) y 4

de ciclo largo (siembra a cosecha 160 dias), durante las campafias 2013-2014 y 2014-2015.

Tabla 3.5. Promedios de temperaturas méxima, minima, promedio, humedad
relativa y precipitacion acumulada, durante las campafias: 2013-20014 y 2014-
2015, Llavallol, Buenos Aires.

Campaiias genotipo T.max (°C) T. prom (°C) T.min (°C) HR (%) PP (mm)

CAMPI1 CP 29,43 23,74 17,90 70,74 481,90
CAMPI CL 25,34 20,03 14,61 74,50 763,40
CAMP2 CP 29,34 23,50 17,20 67,24 140,70
CAMP2 CL 27,81 21,16 15,65 68,16 255,60

CAMPI1: campana 2013-2014; CAMP2: campafia 2014-2015; CP: genotipo de ciclo
precoz; CL: genotipos de ciclo largo; T. max: temperatura maxima; T. prom: temperatura
promedio; T. min: temperatura minima; HR: Humedad relativa media y PP: precipitacion
total acumulada. Fuente Servicio Meteorologico Nacional, Ezeiza.

3.4.8. Evaluacion de lesiones foliares

Se realizaron cinco monitoreos en el cultivo de amaranto. En ambas campanas se
observaron manchas foliares de contornos regulares rodeadas en algunos casos por un halo
clorético. Las lesiones se iniciaron en las hojas basales y posteriormente se extendieron a
las hojas intermedias. Alternaria spp. fue el microorganismo aislado con mayor frecuencia

de hojas sintomaticas en ambas campanas.

3.4.8.1. Deteccion de los primeros sintomas de las manchas foliares

Los primeros sintomas se observaron en las hojas inferiores del cultivo a partir de
los 34 dias de la emergencia de las plantas en la primer campafia y a los 42 dias en la
segunda. En algunas hojas, se observaron manchas foliares de contornos regulares
rodeadas en algunos casos por un halo clorético.

Los aislamientos de Alternaria spp. en APG 2 %, tuvieron un crecimiento rapido
(tres o cuatro dias) desarrollando colonias fieltradas de color gris oscuro a negro en el haz
y color negro mas claro en el envés. En el medio APZ desarrollaron un patrén de

esporulacion con 2 a 3 ramificaciones por cadena, teniendo un promedio de 14 conidios.
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3.4.8.2. Incidencia de las Manchas foliares

En la primera campafia el genotipo de ciclo precoz, fue el més afectado por
manchas foliares con valores que oscilaron entre 6,25 a 25,43 %, mientras que los
genotipos de ciclo largo tuvieron en promedio una incidencia que fluctué entre 2,54 a
14,40 %.

En la segunda campafia el porcentaje de incidencia de manchas foliares en el
genotipo precoz oscild entre 12,20 a 21,40 %, mientras que los genotipos de ciclo largo

registraron una incidencia que fluctu6 entre 2,79 a 12,20 %.

3.4.8.3. Severidad de las Manchas foliares

La severidad de las manchas foliares fue muy reducida, en ambas campatfias, en los
genotipos analizados tuvieron un promedio inferior al 1 % de la superficie foliar afectada
por planta.

En la primer campana, la severidad promedio de hojas afectadas por manchas
foliares oscil6 entre 0,01 a 0,61 % para el genotipo de ciclo precoz y de 0,003 a 0,11 %
para los genotipos de ciclo largo.

En la segunda campaia, el porcentaje de severidad de manchas aisladas en el
genotipo de ciclo precoz, oscilo entre 0,05 y 0,12 % y en los genotipos de ciclo largo entre

0,01y 0,11 %.

3.4.9 Analisis de los datos
3.4.9.1 Analisis Multivariado: campaiia 1 (2013-2014)
3.4.9.1.1 Analisis de correlacion entre las variables evaluadas en las tres etapas.

Los resultados del primer andlisis exploratorio se presentan en la Tabla 3.6, en la
cual se observa que variables evaluadas en la primera etapa estdn correlacionadas con
variables evaluadas en el resto de las etapas.

A su vez, las variables Area bajo la curva de progreso de enfermedad en base a la
incidencia; la severidad de manchas foliares y la Incidencia de hojas afectadas por
manchas y/o tizén foliar causado por Alternaria spp. en la cosecha estuvieron
correlacionadas con las variables Incidencia de Alternaria spp. y la Incidencia de
manchado en semillas de mayor tamafio.

Las variables epidemiol6gicas evaluadas en la primera etapa como el Area bajo la

curva de progreso de la incidencia y de la severidad de las manchas foliares, se
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correlacionaron en forma negativa pero no significativamente con el rendimiento de las
semillas.

De las variables agrondmicas, la altura de planta a cosecha se correlacion6 en forma
positiva y altamente significativa con variables epidemiologicas evaluadas en semillas,
como la incidencia de Alternaria spp. y la incidencia de manchado en las semillas de

mayor tamafio (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Coeficientes de correlacion de Pearson de once variables evaluadas en cinco
genotipos de amaranto expuestos en forma natural a la infeccion con Alternaria spp. en la
localidad de Llavallol, Buenos Aires, en la campaia del 2013-2014.

MAIN MASE ALT DBT LP NTA REN PM PG IN1 SMG
MAIN 1,00
MASE 0,97 ** 1,00
ALT -0,97*  -1,00* 1,00
DBT 0,34ns 050ns -048ns 1,00
LP 0,02ns -0,05ns 0,06ns 0,02ns 1,00
NTA -097* -100* 1,00 -047ns 0,06ns 1,00
REN -065ns -069ns 0,71ns -0,07ns -0,19ns 0,71ns 1,00
PM -0,95 * -0,90 * 0,89 * -043ns -0,28ns 0,90~ 0,54ns 1,00
PG 0,97 ** 1,00 -1,00 046ns -004ns -1,00* -0,73ns -0,90* 1,00
IN1 -097* -,00* 100* -045ns 0,04ns 1,00 0,73ns 090* -1,00** 1,00
smMé -097* -099* 098* -054ns -0,07ns 098** 063ns 096* -098* 0,98* 1,00

MAIN: Area bajo la curva de progreso de la incidencia de Manchas foliares; MASE: Area bajo la
curva de progreso de la severidad de manchas foliares; ALT: Altura de planta a cosecha; DBT:
diametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA: Incidencia de hojas afectadas por
lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha; REN: Rendimiento en granos por metro
cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG: Poder germinativo; IN1: Incidencia de semillas
contaminadas por Alternaria spp.; SMG: Incidencia de manchado en semillas con un diametro
>1mm; **:Altamente significativo (p< 0,01); *Significativo (p< 0,05), ns: No significativo.

3.4.9.1.2. Analisis de Componentes Principales

Los dos primeros componentes principales, explicaron el 88 % de la variacion total
(Tabla 3.7).

En el andlisis de los componentes principales (Tabla 3.8, Fig. 3.8), el primer
componente diferencié a los genotipos segin su ciclo. Los genotipos de ciclo largo
registraron mayor sanidad del follaje durante la primera etapa del cultivo, menor incidencia
y severidad de manchas aisladas causadas por Alternaria spp., mayor altura de la planta a
la cosecha y mayor peso de 1000 semillas . Sin embargo, tuvieron mayor incidencia de
semillas contaminadas por Alfernaria spp. y mayor incidencia del manchado en semillas de
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mayor y menor tamafio. De los genotipos evaluados, el genotipo de ciclo largo G2 tuvo el

mayor rendimiento en semillas

Tabla 3.7. Contribucion de los dos componentes principales
a la variabilidad total en la campafia 2013-2014.

CpP Vp Pe Pa
CP1 8,50 0,77 0,77
cpr2 1,14 0,10 0,88

CP: componente principal, CP1: componente principal 1, CP2:

componente principal 2, Vp: Valores propios, Pe: Proporcion de
varianza explicada por cada componente principal, Pa:
Proporciéon acumulada.

En la Tabla 3.8 se observa que el primer componente quedo asociado en forma
negativa a las variables ALT, NTA, IN1, SMC, SMG, y REN y en forma positiva a las
variables MASE, MAIN, DBT y PG. El segundo componente se asocid positivamente a la

variable LP y el resto de las variables no tuvieron mayor incidencia en este componente.

Tabla 3.8. Correlaciones de los componentes principales con las
variables analizadas en la campafia 2013-2014.
VAR CP1 CP2
MAIN 0,98 0,02
MASE 1,00 -0,09
ALT -1,00 0,08
DBT 0,49 -0,23
LP 0,03 0,96
NTA -1,00 0,08
REN -0,71 -0,31
PM -0,93 -0,22
PG 1,00 -0,06
IN1 -1,00 0,06
SMG -0,99 -0,01
MAIN: Area bajo la curva de progreso de manchas foliares; MASE: Area bajo la
curva de progreso de la severidad de manchas foliares ; ALT: Altura de planta a
cosecha; DBT: diametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA:

Incidencia de hojas afectadas por lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha;
REN: Rendimiento en granos por metro cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG:
Poder germinativo; IN1: Incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp.;
SMG: Incidencia de manchado en semillas con un didmetro >1mm.

En la distribucion espacial de los tratamientos en base a los dos primeros

componentes principales (Fig. 3.8) se observa que el primer componente diferencié a los
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genotipos de distinto ciclo seglin: a) Area bajo la curva de progreso de la incidencia y
severidad de manchas foliares , b) Altura de planta a cosecha, c¢) Incidencia de semillas
contaminadas con Alternaria spp, d) Incidencia de manchado de semillas de mayor tamafio

y €) Peso de 1000 semillas .
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Figura 3.8. Biplot de genotipos de amaranto en funcion de las variables
evaluadas en la campafia 2013-2014.

MAIN: Area bajo la curva de progreso de la incidencia de manchas foliares; MASE: Area bajo la
curva de progreso de la severidad de manchas foliares; ALT: Altura de planta a cosecha; DBT:
diametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA: Incidencia de hojas afectadas por
lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha; REN: Rendimiento en granos por metro
cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG: Poder germinativo; IN1: Incidencia de semillas
contaminadas por Alternaria spp.; SMG: Incidencia de manchado en semillas con un diametro
>1mm. G1: genotipo de ciclo corto y G2 a G5: Genotipos de ciclo largo.

3.4.9.1.3 Analisis de Conglomerados o cluster

En el dendrograma asociado a las variables evaluadas en las tres etapas (Fig. 3.9) se
observan dos grupos, uno integrado por el genotipo de ciclo precoz y el segundo por los
genotipos de ciclo largo .

A su vez, dentro de este ultimo grupo hay un subgrupo integrado por los genotipos

G3 y G5 que son mas semejantes entre si.
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el cultivo en la campana 2013-2014, segin el método jerarquico
de agrupamiento promedio (Average linkage o UPGMA). Gl:
genotipo de ciclo corto y G2 a G5: Genotipos de ciclo largo.

3.4.10. Analisis conjunto de las variables evaluadas en las tres etapas del cultivo
3.4.10.1. Analisis de correlacion entre las variables evaluadas en la campaia 2014-
2015

En los resultados del primer analisis exploratorio (Tabla 3.9) se observa que el Area
bajo la curva de progreso de la incidencia y severidad de manchas foliares evaluadas en la
primera etapa estan correlacionadas con la mayoria de las variables evaluadas en el resto
de las etapas.

Las variables epidemioldgicas evaluadas en el follaje, como el Area bajo la curva
de progreso de la incidencia y severidad estuvieron correlacionadas con variables
evaluadas en semillas como la incidencia de Alternaria spp. (IN1) y la incidencia de

manchado en semillas de mayor tamafo (SMG) (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Coeficientes de correlacion de Pearson de once variables evaluadas en un
genotipo de ciclo precoz y cuatro genotipos de ciclo largo de amaranto expuestos
naturalmente a la infeccién con Alternaria spp. en la localidad de Llavallol, Buenos Aires,
en la campana 2014-2015.

MAIN MASE ALT DBT LP NTA REN PM PG IN1 SMG

MAIN 1,00

MASE 0,99 ** 1,00

ALT  -0,96** -0,96 * 1,00

DBT -0,96** -0,98 ** 0,94 * 1,00

LP -0,73 ns -0,71 ns 0,88 * 0,74 ns 1,00

NTA 0,97 * -0,97 ** 1,00 ** 0,96 * 0,86 * 1,00

REN -0,88* -0,89 * 0,79 ns 0,8 ns 0,41 ns 0,79 ns 1,00

PM -0,01 ns -0,13 ns 0,22 ns 0,19 ns 0,43 ns 0,24 ns -0,06 ns 1,00

PG 0,91 ns 0,95 * -0,93 * -0,98 ** -0,78 ns -0,95 * -0,74 ns -0,37 ns 1,00
IN1 -0,96 ** -0,93 * 0,95 * 0,94 * 0,81 ns 0,95 * 0,71 ns -0,01 ns -0,88 * 1,00
SMG -0,85~* -0,81 ns 0,68 ns 0,78 ns 0,31 ns 0,69 ns 0,82 ns -0,46 ns -0,64 ns 0,8ns 1,00

MAIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia de manchas foliares; MASE: Area bajo la
Curva de progreso de la severidad de manchas foliares; ALT: Altura de planta a cosecha; DBT:
diametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA: Incidencia de hojas afectadas por
lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha; REN: Rendimiento en semillas por metro
cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG: Germinacion de semillas; IN1: Incidencia de semillas
contaminadas por Alternaria spp.; SMG: Incidencia de manchado en semillas con un didmetro
>1mm.

3.4.10.2. Analisis de componentes principales

Los dos primeros componentes explican el 94 % de la variabilidad total de las

medias de las once variables (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Contribucion de los dos primeros componentes
principales a la variabilidad total (campana 2014-2015).

CP VP PE Pa
CP1 8,66 0,79 0,79
CcpP2 1,67 0,15 094

CP: componente principal; CP1: componente principal 1, CP2:
componente principal 2; Vp: Valores propios: PE: Proporcion de
varianza explicada por cada componente principal; Pa:
Proporciéon acumulada.

En la Tabla 3.11, se observa la relacion entre los dos componentes principales y las

variables analizadas.
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Tabla 3.11. Correlaciones entre los componentes principales y
las variables evaluadas en la campafia 2014-2015.

VAR CP1 CP2
MAIN 0,99 0,13
MASE 0,99 0,04
ALT -0,98 0,12
DBT -0,98 0,03
LP -0,79 0,47
NTA -0,99 0,13
REN -0,84 -0,29
PM -0,14 0,94
PG 0,95 -0,21
IN1 -0,96 -0,07
SMG -0,78 -0,61

MAIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia de las manchas foliares; MASE:
Area bajo la Curva de progreso de la severidad de manchas foliares; ALT: Altura de planta a
cosecha; DBT: diametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA: Incidencia de
hojas afectadas por lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha; REN: Rendimiento en
granos por metro cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG: Germinacion de semillas; IN1:
Incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp.; SMG: Incidencia de manchado en
semillas con un didmetro >1mm. Correlacion cofenética= 0,995.

El primer componente se correlacion6 en forma positiva con el area bajo la curva
de progreso de la incidencia, la severidad de manchas foliares y el poder germinativo. En
forma negativa con la altura de plantas a cosecha, diametro basal de tallo a cosecha, largo
de panoja, incidencia de hojas afectadas por manchas foliares y tizon foliar a cosecha,
rendimiento en semillas, peso de 1000 semillas, incidencia de Alternaria spp. en semillas e
incidencia del manchado de semillas de mayor tamafio. El segundo componente se
correlacion6 positivamente con peso de mil semillas (Tabla 3.11).

En la Fig. 3.10 se observa la representacion grafica del andlisis de los componentes
principales, en la cual puede observarse que el primer componente diferenci6 al genotipo

de ciclo precoz de los genotipos de ciclo largo.
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Figura 3.10. Biplot de genotipos de amaranto en funcion de las variables
evaluadas en las tres etapas: monitoreo de las lesiones foliares en la etapa de:
cultivo, cosecha y post-cosecha, campafia 2014-2015.

MAIN: Area bajo la Curva de progreso de la incidencia de manchas foliares; MASE:
Area bajo la Curva de progreso de la severidad de manchas foliares; ALT: Altura de
planta a cosecha; DBT: didametro basal de tallo a cosecha; LP: Largo de panoja; NTA:
Incidencia de hojas afectadas por lesiones causadas por Alternaria spp. a la cosecha;
REN: Rendimiento en granos por metro cuadrado; PM: Peso de 1000 semillas; PG:
Poder germinativo; IN1: Incidencia de semillas contaminadas por Alternaria spp.;
SMG: Incidencia de manchado en semillas con un diametro >1mm. Correlaciéon
cofenética= 0,995; G1: genotipo de ciclo corto y G2 a G5: Genotipos de ciclo largo.

El genotipo de ciclo precoz en relacion a los genotipos de ciclo largo registro el
mayor Area bajo la curva de progreso de la incidencia y severidad de manchas foliares, y
mayor poder germinativo de las semillasy, menor altura de planta a cosecha didmetro
basal de tallo, largo de panoja , rendimiento, peso de 1000 semillas y menor e incidencia

de Alternaria spp. en semillas y de manchado en las semillas de mayor tamafio.

3.4.10.3. Analisis de conglomerados campaia

En el dendrograma asociado a las variables evaluadas en las tres etapas (cultivo,
cosecha y post-cosecha), construido segiin el método de Encadenamiento Promedio
(UPGMA) con distancia Euclidea en la campana 2014-2015 se observa que los cinco
genotipos se han separado en dos grupos (Fig. 3.11).

El primer grupo esta integrado por el genotipo de ciclo precoz y el segundo por los
genotipos de ciclo largo G2, G4 y G5, G3 y dentro de este grupo se separa un subgrupo
que esta integrado por los genotipos G2 y G5 (Fig. 3.11).

136



G4

G3

G5

G2

G1

0,00 1,I77 3,53 5,I30 7,I07

Figura 3.11. venarograma asociaao a 1as variaoles evaluadas en
las tres etapas (cultivo, cosecha y post-cosecha), construido segiin
el método de Encadenamiento Promedio (UPGMA) con distancia
Euclidea; campana 2014-2015. G1: genotipo de cilo precoz, G2 a
G5: genotipos de ciclo largo.

3.4.11. Analisis de la varianza para cada una de las variables y separacion de medias
en conjunto en las campanas 2013-2014 y 2014-2015

3.4.11.1. Interacciones significativas entre genotipos y campaifias

3.4.11.2. Area bajo la Curva de progreso de la severidad de manchas foliares

El andlisis de la varianza mostr6 heterogeneidad entre las mismas, por ese motivo
se utiliz6 un andlisis de varianza empleando modelos mixtos.

El resultado del analisis de modelos mixtos, mostro interaccion significativa entre
genotipos y campafias (F=15,16; p<0,0001) en consecuencia se analizaron los promedios
de los genotipos en cada campaifia.

En las dos campafias se registraron diferencias significativas entre los genotipos de

distinto ciclo (Fig. 3.12) registrando el genotipo precoz los valores mas altos de severidad.
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Figura 3.12. Promedio del Area bajo la curva de progreso de
la severidad de manchas aisladas, (MASE+SE) en cinco
genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C1: promedio de la campaina
2013-2014; C2: promedio de la campafia 2014-2015. Los valores con letras distintas indican
diferencias significativas por la prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

3.4.11.3. Poder germinativo
El andlisis de la varianza mostrd interaccion significativa entre genotipos y

campaiias (F=13,99, p<0,0006).
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Figura 3.13. Promedio del porcentaje de germinacion (PG+SE)
en semillas de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C1: campafia 2013-2014; C2:
camparia 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la prueba
de Tukey-Kramer (p<0,05).

En la primera campafa, el porcentaje de germinacion fue de 75,75 % para el
genotipo de ciclo precoz y de 0,32 % el promedio de los genotipos de ciclo largo (Fig.

3.13). Por el contrario, en la segunda campafa, el porcentaje de germinacion fue de
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87,41 % para el genotipo de ciclo precoz y 46,81 % el promedio de los genotipos de ciclo
largo (Fig. 3.13).

3.4.11.4. Incidencia de Alternaria spp. en semillas
Los resultados de la incidencia de Alternaria spp. en semillas (IN1), mostraron

interaccion significativa entre los genotipos y las campafias (F: 433,84, p<0,0001).
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Figura 3.14. Promedio de incidencia de Alternaria spp. en
semillas (IN1£SE) de cinco genotipos de amaranto.
G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C1: campafia 2013-2014; C2:
campafia 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la prueba
de Tukey-Kramer (p<0,05).

En la primera campana, el porcentaje de incidencia de Alternaria spp. en semillas
fue de 13,67 % para el genotipo de ciclo precoz y 97,54 % el promedio para los genotipos
de ciclo largo (Fig. 3.14).

En la segunda campana todos los genotipos registraron una menor incidencia de
Alternaria spp. en las semillas. Los genotipos de ciclo largo registraron en promedio una
incidencia de 24,63 %, diferenciandose del genotipo de ciclo precoz de tan solo 4,47 %

(Fig. 3.14).

4.11.5. Incidencia del manchado en semillas de mayor tamaiio
El andlisis de la varianza para el manchado de las semillas de mayor tamafio detecto
heterogeneidad de varianzas, razén por lo cual, se utilizd un andlisis de varianza de

modelos mixtos. Los resultados mostraron interaccién significativa entre genotipos y
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campanas (F=323,8; p<0,0001), en consecuencia se analizaron los promedios de los
genotipos en cada una de las campaias (Fig. 3.15).

En la campafia 2013-2014 se observo una diferencia notoria en el porcentaje de
incidencia de semillas manchadas de mayor tamafio en los genotipos de ciclo largo
promedio (43,40 %), con respecto a la escasa incidencia de semillas manchadas del

genotipo de ciclo precoz (1,33 %).
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Figura 3.15. Promedio de incidencia del manchado en semillas de
mayor tamafo, (SMG=SE) de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a GS5: genotipos de ciclo largo; C1: campania 2013-2014; C2:
campafia 2014-2015; Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la prueba
de Tukey-Kramer (p<0,05).

En cambio, en la campaiia, 2014-2015, todos los genotipos registraron una escasa
incidencia de semillas manchadas.
En ambas campanas el genotipo precoz registrd la menor incidencia de manchado

de las semillas.

3.4.11.6. Largo de la panoja

El anélisis de la varianza detectd heterogeneidad de varianzas por ese motivo se
utilizo un andlisis de varianza de modelos mixtos.

Los resultados mostraron interaccion significativa entre genotipos y campafias
(F=8,64; p>0,0002), en consecuencia se analizaron los promedios de los genotipos en cada

una de las campanas (Fig. 3.16).
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Figura 3.16. Valores promedio de largo de panoja (LP+SE) de
cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; Cl: campana 2013-2014; C2:
campana 2014-2015; Letras iguales indican diferencias no significativas.

En la primer campaiia el genotipo de ciclo largo G4 se diferencid del resto de los
genotipos por tener mayor tamafo de panojas. En cambio, en la segunda campana el

genotipo G5 fue el que tuvo mayor tamafio de panoja.

3.4.11.7. Incidencia del manchado en semillas de menor tamafio

El anélisis de la varianza sefialo heterogeneidad de varianzas, razon por lo cual, se
utilizo el andlisis de la varianza de modelos mixtos. Los resultados mostraron interaccion
significativa entre genotipos y campafias (F=115; p<0,0001), en consecuencia se
analizaron los promedios de los genotipos en cada una de las campainas (Fig. 3.17).

En la primer campaiia las semillas del genotipo de ciclo precoz fueron las menos
afectadas y entre las semillas de los genotipos de ciclo largo las menos afectadas fue las del
genotipo G2.

En la segunda campaiia el manchado en las semillas de menor tamafio de todos los
genotipos no tuvo mayor incidencia (<3 %) registrandose diferencias significativas entre el

genotipo de ciclo largo G2 y los genotipos G1 y G5. (Fig. 3.17).
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Figura 3.17. Promedio de la Incidencia del manchado en semillas de
menor tamafio, (SMC+SE) de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a GS5: genotipos de ciclo largo); Cl: campana 2013-2014; C2:
campafia 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la prueba
de Tukey-Kramer (p<0,05).

3.4.11.8. Diametro basal del tallo a la cosecha
El andlisis de la varianza mostré interaccion significativa entre genotipos y
campafas (F=10,73; p<0,0002), en consecuencia se analizaron los promedios de los

genotipos en cada una de las campafias (Fig.3.18).
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Figura 3.18. Promedio del didmetro basal de tallo: (DBT=SE)
de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a GS5: genotipos de ciclo largo; C1: campafia 2013-2014; C2:
campaia 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas con la
prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

En la campafia 2013-2014 no se registraron diferencias entre los genotipos de

distinto ciclo. En cambio, en la segunda campafia (2014-2015), los genotipos de ciclo largo
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registraron mayor didmetro basal de tallo diferencidndose del genotipo de ciclo precoz que

tuvo un didmetro menor (Fig. 3.18).

3.4.11.9. Area bajo la Curva de progreso de la incidencia de manchas foliares
El analisis de la varianza mostr6 interacciéon no significativa entre genotipos y

campafas (F=1,94; p>0,152) y diferencias significativas entre las medias de los genotipos.
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Figura 3.19. Promedio de Incidencia de manchas aisladas (ABCPE)
MAIN<SE, en cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a GS5: genotipos de ciclo largo; C12: Promedio de las campafias
2013-2014 y 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la
prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

Los genotipos de ciclo largo registraron una menor ABCPE (220,32),
diferenciandose del genotipo precoz (466,61) (Fig. 3.19).

3.4.11.10. Altura de planta a cosecha

El andlisis de la varianza mostrd interaccion no significativa entre genotipos y
campafias (F=2,17; p=0,11) y diferencias entre las medias de los genotipos (p>0,0001).

Los genotipos de ciclo largo alcanzaron en las dos campafias, la mayor altura
promedio (261,63 cm), diferenciandose significativamente del genotipo de ciclo precoz

(157,29 cm) (Fig. 3.20).
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Figura 3.20. Promedio de altura de la planta a cosecha
(ALT+SE) de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo, C12 Promedio de las dos
campafias. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la prueba de
Tukey-Kramer (p<0,05).

3.4.11.11. Incidencia de manchas y/o tizon foliara la cosecha
El analisis de la varianza mostr6 heterogeneidad de varianzas, por ese motivo se

utilizé un analisis de varianza empleando modelos mixtos.
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Figura 3.21. Promedio de Incidencia de manchas y/o tizon foliar al
momento de la cosecha (NTA£SE) en cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C12 Promedio de las campafias
2013-2014 y 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la
prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

Los resultados sefialaron interaccion no significativa entre genotipos y campaias
(F=0,49; p>0,74) y diferencias entre las medias de los genotipos (p<0,0001). El genotipo

de ciclo precoz registro en promedio de las dos campafias la menor incidencia de lesiones
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foliares al momento de la cosecha (26,15 %) diferencidandose de los genotipos de ciclo

largo, que en promedio registraron una incidencia del 93,05 %.

3.4.11.12. Rendimiento en semillas por metro cuadrado
El andlisis de la varianza detectd hereterogeneidad de varianzas, por ese motivo se

utiliz6 un andlisis de varianza empleando modelos mixtos.
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Figura 3.22. Promedio de rendimiento de semillas por metro
cuadrado (REN=*SE) de cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C12 Promedio de las campafas
2013-2014 y 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la
prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

Los resultados mostraron interaccidon no significativa entre genotipos y campafias
(F=0,61; p>0.66) como entre genotipos (p>0,06) y diferencias significativas entre
campaiias (p>0,0002) (Fig. 3.22).

Si bien no se registraron diferencias estadisticamente significativas entre los
genotipos, se observan mayores rendimientos en valores absolutos para los genotipos de
ciclo largo que, en promedio tuvieron un rendimiento de 119,91 g/m” en relacion al

genotipo de ciclo precoz de 103,51 g/m’; es decir un incremento del 15,85 %.

3.4.11.13. Peso de 1000 semillas

El andlisis de la varianza sefald interaccién no significativa entre genotipos y
campaias (F=1,7; p>0,198) como entre campanas (p=0,39) y diferencias significativas
entre genotipos (p>0,038). Segin la prueba de Tukey se registraron diferencias

estadisticamente significativas entre los genotipos de ciclo largo G4 y G5 (Fig. 3.23).

145



0.76 a5

0.74 I

0.72 alb
0.70 P

0.68 -

1o

oC12

PM

0.66 -

0.64

G1 G2 G3 G4 G5

genotipos
Figura 3.23. Promedio del Peso de 1000 semillas de genotipos
de amaranto + error estandar en cinco genotipos de amaranto.

G1: genotipo de ciclo precoz; G2 a G5: genotipos de ciclo largo; C12 Promedio de las campanas
2013-2014 y 2014-2015. Los valores con letras distintas indican diferencias significativas por la
prueba de Tukey-Kramer (p<0,05).

3.4.12. Analisis de metabolitos secundarios en semillas de amaranto

Los principales metabolitos hallados en semillas de amaranto en ambas campanas
son el acido tenuazonico y la tentoxina, hallandose en mayor concentracion en semillas de
genotipos de amaranto de ciclo largo (Tabla 3.12, Tabla 3.13).

En la campania 2013-2014, se observa una diferencia notoria en el contenido de las
toxinas analizadas entre el genotipo de ciclo precoz y los genotipos de ciclo largo , tanto en
semillas grandes como en semillas chicas (Tabla 3.12). Los metabolitos alternariol,;
monometil éter y acido tenuazdnico se registraron en mayor concentracion en semillas de
mayor tamafo de los genotipos de ciclo largo a diferencia de las semillas de mayor tamafio
del genotipo de ciclo precoz que tuvieron una escasa a nula contaminacion (Tabla 3.12).

Por el contrario, en la campafia 2014-2015 fue escasa o nula la presencia de
micotoxinas en semillas manchadas de distinto tamafio siendo la Unica excepcion la
tentoxina y el acido tenuazénico que estaban presentes en mayor concentracion que el resto

de los metabolitos (Tabla 3.13).

146



Tabla 3.12. Concentracion de metabolitos fungicos secundarios o micotoxinas
hallados en semillas de amaranto de diferente tamafo, de un genotipo de ciclo

corto y cuatro genotipos de ciclo largo; cultivados en Llavallol, Buenos Aires,
durante 2013-2014.

MICOTOXINAS (ng/g)

G DIA AOH AME ALTX-1 TEN TeA
Gl SMG <LOD <LOD <LOD 22 <LOD
G2 SMG 563 105 623 45 281
G3 SMG 842 119 1194 34 556
G4 SMG 150 137 1134 62 398
G5 SMG 792 122 947 67 356

Gl SMC 023 036 <LOD 17 62
G2 SMC 737 324 195 44 245
G3 SMC 63 11,7 248 43 197
G4 SMC 744 129 2,2 61 77
G5 SMC 102 246 1,9 67 220
<LOD* (ug/g) 0,0001 0,0002 0,0015 1E-04 0,1091

* Valores determinados para el limite de deteccion (ug/g) para
maiz siguiendo la guia EURACHEM (Sulyok et al., 2020).

Tabla 3.13. Concentracion de metabolitos fingicos secundarios o micotoxinas
hallados en semillas de amaranto de diferentes tamafios, de un genotipo de
ciclo precoz y cuatro de ciclo largo cultivados en Llavallol, Buenos Aires en la
campafia 2014-2015.

MICOTOXINAS (ng/g)

G DIA AOH AME ALTX1 TEN TeA
Gl SMG 0,72 107 <LOD 5,9 <LOD
G2 SMG 0,75 185 <LOD 164 11
G3 SMG 05 248 <LOD 177 27
G4 SMG 049 058 <LOD 151 25
G5 SMG <LOD 0,03 <LOD 119 12

Gl SMC 331 1.00 <LOD 0,2 64
G2 SMC <LOD <LOD <LOD 76 8,6
G3 SMC <LOD 0,03 <LOD 132 16
G4 SMC <LOD 0,15 <LOD 77 17
G5 SMC <LOD <LOD 0,82 136 19
<LOD *(uw/g) 0,0001 0,0002 0,0015 0,0001 0,1091

G: genotipos de amaranto; G1 genotipo de ciclo precoz; G2 a
G5: genotipos de ciclo largo; DIA: Diametro de semillas; SMG:
>1mm; SMC: <Imm; AOH: alternariol; AME: monometil éter;
ALTX I: altertoxina I; TEN: tentoxina; TeA: 4acido tenuazonico;
<LOD: Menor al limite detectable. Valores determinados para
limite de deteccion (ug/g) para maiz siguiendo la guia
EURACHEM (Sulyok et al., 2020).
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3.5. DISCUSION
3.5.1. Analisis sanitario de semillas de amaranto

Entre los microorganismos fungicos aislados en semillas de amaranto, 4. alternata
fue el principal patégeno contaminante. Resultados similares fueron hallados en Argentina
por nuestro grupo de investigacion (Noelting et al., 2004) y por otros autores en Nueva
Zelanda, México y Polonia. (Bartolini y Hampton, 1989; Moreno-Velazquez et al., 2005;
Pusz, 2009a).

El manchado que afecta a las semillas de amaranto es probable que se produzca en
distintas areas cultivadas de Argentina como en otras partes del mundo. La falta de
antecedentes sobre esta patologia en semillas de amaranto podria deberse a la dificultad en

la deteccion de la misma a simple vista, debido al reducido tamaiio de las semillas.

3.5.2. Determinacion del agente etiologico responsable del manchado de semillas

Las pruebas de patogenicidad realizadas permitieron determinar que A. alternata es
responsable de producir el manchado de las semillas de amaranto, reducir la germinacion e
incrementar el nimero de plantulas anormales en un 47,5 %, lo cual confirmaria el caracter
patogeno de este microorganismo.

En los ensayos de transmision, realizados con semillas de amaranto previamente
desinfectadas e inoculadas con 4. alternata, desarrollaron plantulas con diversos sintomas
que se evidenciaron en forma de pudricion en el sistema radicular, clorosis, cancros en
hipocétilos, manchas y tizones en cotiledones y hojas verdaderas, resultando la tasa de
transmision superior al 30 % (datos no publicados). Estos resultados demostrarian la
importancia epidemiologica de las semillas de amaranto como fuente de indculo de A.

alternata.

3.5.3. Daiios en semillas y plantulas
3.5.3.1. Germinacion

La menor germinacién de las semillas manchadas, es probable que se produzca por
la elevada concentracion de micotoxinas como el alternariol, monometil éter y el acido
tenuazonico que afectaria al embrion (Tabla 3.4). Resultados similares fueron reportados
en otras especies por varios autores (Tylkowska et al., 2003; Patriarca et al., 2007; Meena
etal, 2017ayb).

Segun Tylkowska et al. (2003); Patriarca et al. (2007); Meena et al. (2017ay b), el

alternariol monometil éter y el &cido tenuazdnico serian las principales micotoxinas que
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afectarian la germinacion de las semillas en distintas especies, siendo el dafio mayor cuanto
mas tiempo estan expuestas las semillas a las mismas.

Esta puede ser una de las razones, por lo cual en la primera campafna y muy
especialmente en las semillas de ciclo largo, hayan registrado una dismunicion notable de
su poder germinativo.

Segun Hassan (1999), los hongos de las semillas reducen la germinacion debido a
que producen toxinas que dafian al embrion y Tylkowska et al. (2003) menciona que en
semillas de especies cultivadas el acido tenuazonico es una de las principales micotoxinas
que afectaria la germinacion de las semillas de zanahoria.

Witsenboer et al. (1998); Li et al. (2001); Scott (2001) hallaron que las micotoxinas
alternariol, alternariol monometil éter, altenueno, altertoxinas I, II, III y el 4acido
tenuazonico producido por 4. alternata afectaba a las hojas, brotes, callos, suspensiones de

c€lulas y protoplastos.

3.5.3.2. Anormalidades en las plantulas

Las anormalidades en plantulas producidas por los hongos transmitidos por las
semillas son muy comunes y a menudo responsables de grandes pérdidas en los cultivos
(Varshney, 1990).

Las hipertrofias en los tejidos seminales de las semillas de amaranto observadas
estarian asociadas a metabolitos secundarios producidos por 4. alternata. Segin Knoche y
Duvick, (1987), la mayoria de las toxinas producidas por Alternaria tienen bajo peso
molecular y pueden causar cambios fisiologicos y patologicos en el huésped por inducir
mutaciones e intoxicaciones citologicas (Patriarca et al., 2007; Meena et al., 2018; Ramires
et al., 2018), siendo el acido tenuazodnico la toxina que produciria el mayor porcentaje de
dafio celular (Pavon Moreno et al.; 2012, Meena et al., 2017a y b; Ramires et al., 2018).

Es posible, que los cambios morfoldgicos (hipertrofias) observados en el embrion y
perisperma de las semillas manchadas de amaranto sean el resultado del accionar de las
micotoxinas producidas por A. alternata, teniendo efectos perjudiciales sobre la
germinacion (Perello et al., 2015) induciendo el desarrollo anormal de las plantas (Herrera

Parra et al., 2011).
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3.5.4. Poder germinativo de las semillas de amaranto vs incidencia de Alternaria
alternata

Las semillas de amaranto inoculadas con A. alternata presentaron sintomas de
manchado de sus cubiertas seminales, una disminucion en la germinacion y un
incremento en las anormalidades de las plantulas de hasta un 59 %.

Correlaciones negativas entre el poder germinativo y la incidencia de A. alternata
han sido reportados en semillas de tabaco por Ishizuka et al. (2018).

La pérdida de viabilidad de las semillas manchadas, registrada en el presente
estudio, pone en evidencia la necesidad de realizar andlisis sanitarios previos en lotes de

semillas destinados a la produccion del cultivo (Lee et. al., 2015).

3.5.5. Técnica para inducir el manchado en forma artificial en las semillas de
amaranto

La aplicaciéon de una nueva técnica para reproducir el manchado en las semillas de
amaranto que consistié en pregerminar a las mismas, exponerlas posteriormente a -20 °C
para evitar la germinacion y sembrarlas sobre colonias de A. alternata fue muy efectiva.
Por un lado evit6é que la germinacion interfiriera en el proceso del manchado y por el otro,
las semillas inoculadas con A. alternata reprodujeron los sintomas del manchado y las
hipertrofias en los tejidos seminales, similares a las observadas en forma natural, lo cual
confirmaria que A. alternata es uno de los principales microorganismos que ocasiona el

manchado de las semillas de amaranto.

3.5.6. Componentes del plaqueo de semillas en amaranto

La separacion y andlisis de los componentes de las semillas de amaranto en
episperma, perisperma y embrion permitié confirmar la presencia de Alternaria spp. en los
distintos componentes (Tabla 3.1), siendo notoria la menor diversidad de microorganismos
en las semillas normales en comparacion con las manchadas ya sea en forma natural o
artificial por inoculacioén con A. alternata.

En las semillas normales se observaron distintos microorganismos en el episperma,
y una relacion relativamente baja de Alternaria spp. en comparacion con las semillas
manchadas. Es posible, que la menor incidencia de Alternaria spp. en el episperma de las
semillas de apariencia normal, pueda relacionarse con la presencia de C. globosum Kunze
ex Fr. y de E. nigrum Link, microorganismos reportados por Larran (2016) y Moya et al.

(2016), por sus efectos antagonicos sobre los microorganismos patogenos.
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3.5.7. Analisis histopatologico de las estructuras de las semillas normales y
manchadas natural y artificialmente

Las hipertrofias observadas en el embrion y perisperma de las semillas manchadas
naturalmente, estarian asociadas con una infeccion mas severa de Alternaria spp. con
mayor produccion de micotoxinas, especialmente si se dan condiciones de alta humedad
durante la formacion del grano (Meena et al., 2017a y b; Ramires et al., 2018).

En las semillas manchadas artificialmente, se observo una mayor concentracioén de
conidios de A. alternata proximos a la region hilar, lo que hace suponer que seria esta
region uno de los sitios propicios para el ingreso y colonizacion de los tejidos seminales
por el patogeno.

De los resultados obtenidos se pudo inferir que: 1) la infeccion por 4. alternata
puede producirse en las primeras etapas de desarrollo de la semilla o con posterioridad al
desarrollo de las mismas, ii) Alternaria alternata es un hongo contaminante e infeccioso,
siendo las semillas una de las fuente de indculo de las patologias foliares (manchas y tizéon
foliar) que afectan al cultivo de amaranto, iii) los andlisis histopatologicos y de
componentes de plaqueo realizados permitieron determinar la presencia de propagulos de
A. alternata en todos los tejidos seminales de las semillas manchadas en forma artificial.

Estos resultados son coincidentes a los hallados por Agrawal et al. (1987) en granos
de trigo afectados por el escudete negro.

Con respecto al cultivo, produccion y consumo del amaranto en Argentina, es de
suma importancia la aplicacion de estrategias que permitan reducir la concentracion de
metabolitos secundarios producidos por Alternaria spp. tanto en el cultivo como en la

produccion de las semillas, especialmente si se destina para consumo humano o animal.

3.5.8. Metabolitos secundarios en semillas de amaranto

El tipo y concentracion de los metabolitos hallados en semillas de aspecto normal
de A. mantegazzianus, se encuentran dentro del mismo rango que los mencionados por
Biasi et al. (2013), en semillas de especies cultivadas de A. cruentus y A. hypochondriacus.

En relacion al andlisis micoldgico de las semillas, la mayor concentracion de acido
tenuazonico en las semillas manchadas artificialmente podria estar asociado con el método
de inoculacion utilizado, el cual habria favorecido la répida colonizacion de las semillas
por el hongo.

Teniendo en cuenta, que las especies de Alternaria spp. pueden producir mas de 70

metabolitos secundarios toxicos, algunos de los cuales lo son para los mamiferos y aves
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(micotoxinas) y otros para las plantas (fitotoxinas) y, considerando los ultimos informes de
EFSA donde se debe tener en cuenta la toxicidad de las mismas para la salud humana, el
manchado que afecta las semillas de amaranto, seria una enfermedad a tener en cuenta
sobre todo con el incremento de su consumo en la dieta macrobiotica.

La exposicion a las toxinas de Alternaria se ha relacionado con la aparicion de
efectos adversos para la salud en personas y animales y en muchos casos, se ha demostrado
que tienen capacidad genotoxica, mutagénica, carcinogénica, citotoxica y alergénica
(Pavon et al., 2012; Ramires et al., 2018).

La necesidad de establecer estrategias o métodos que permitan reducir la
contaminacion por metabolitos secundarios (micotoxinas) en semillas de amaranto y
establecer una norma para los mismo en Argentina, han sido sugeridos por Biasi et al.
(2013) y Noelting et al. (2016), sobre todo teniendo en cuenta las Ultimas normativas de

EFSA.

3.5.9. Relacion entre la presencia de micotoxinas y las condiciones ambientales

La diferencia en la concentracion de toxinas en las dos campaias analizadas puede
haber estado influenciada por las condiciones ambientales que fueron muy diferentes entre
si. En términos generales todos los genotipos en la primera campaiia estuvieron expuestos
a un mayor régimen pluviométrico registrando una mayor concentracion de micotoxinas en
sus semillas en relacion a la segunda campafia que fue menos lluviosa (Fig. 3.7 y Tabla
3.5).

Si se tiene en cuenta el ciclo de cultivo de los genotipos de amaranto, se observa
que en la primera campafa, los genotipos de ciclo largo recibieron 763 mm y la
concentracion en promedio de micotoxinas en las semillas fue 672,90 ng/kg en relacion al
genotipo de ciclo precoz que recibid una precipitacion 481,40 mm resultado la
concentracion de micotoxinas de 21,85 pg/kg es decir 30 veces inferior a la concentracion
registrada en las semillas de genotipos de ciclo largo.

Sin embargo, en la segunda campaia los genotipos de ciclo largo recibieron 205,56
mm registrando en promedio una concentraciéon de micotoxinas en las semillas de 174,11
ng/kg en relacion al genotipo de ciclo precoz que recibido 140,70 mm conteniendo sus
semillas una concentracion de micotoxinas de 6,93 ug/kg. Es decir, que las semillas del
genotipo de ciclo precoz, tuvieron un nivel de micotoxinas que fue de 25 a 30 veces

inferior a la concentracion total de micotoxinas de los genotipos de ciclo largo.
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Es importante sefalar, que si bien las condiciones climaticas fueron diferentes entre
las campatfias, la calidad de las semillas del genotipo de ciclo precoz fue superior a las
semillas de los genotipos de ciclo largo. La mejor calidad fisiologica y sanitaria de las
semillas del genotipo precoz en relacion al resto de los genotipos de ciclo largo, podria ser
atribuida a las condiciones ambientales de mayor radiacion, mayor temperatura y menor
humedad registrada durante la etapa de formacion a cosecha de las semillas en ambas

campaias.

3.5.10. Micotoxinas en semillas de distinto tamafio

La contaminacion por micotoxinas en las semillas de amaranto de los genotipos de
ciclo largo fue mas elevada en las semillas de mayor tamafio.

Los cambios de concentraciéon de micotoxinas segun el tamafio de las semillas en
los genotipos de ciclo largo, podria deberse a que las semillas estuvieron expuestas a
condiciones de mayor humedad por un periodo mas prolongado, lo cual favorecié la
colonizacion de Alternaria spp. produciendo mayor cantidad de micotoxinas. Resultados
similares fueron obtenidos por Meena et al. (2017a y b). En el genotipo de ciclo precoz, las
semillas de mayor tamafio fueron menos afectadas por micotoxinas en relacion a las de

menor tamano.

3.5.11. Acido tenuazonico asociado al manchado de semillas

El 4cido tenuazonico fue el metabolito que se registré en mayor concentracion en la
campaifia mas humeda (2013-2014) en la cual en forma coincidente las semillas registraron
un mayor incidencia de manchado, resultados que son coincidentes con los reportados
previamente (Noelting et al., 2016). La elevada incidencia del manchado y de contenido de
acido tenuazonico sugiere que esta micotoxina podria estar involucrada en el manchado de
las semilla y que afecte el poder germinativo de las mismas (Meena et al., 2017a y b).

Si se compara la incidencia de Alternaria spp. en semillas, (Fig. 3.14), la incidencia
del manchado en semillas de mayor tamafio (Fig.3.15) y el contenido de &cido tenuazonico
en ambas campafias en los genotipos de ciclo largo (Tabla 3.12 y Tabla 3.13) se observa
que en la primera campana que registrd una precipitacion total acumulada de 763,40 mm,
hubo mayor incidencia Alternaria spp en las semillas, en el manchado de las semillas de

mayor tamafio y mayor concentracion de acido tenuazonico.

153



No ocurrié lo mismo con la tentoxina, aunque en la segunda campaia tuvo mayor
concentracion en las semillas, el manchado fue menor. Es posible, que los requerimientos
ambientales para la produccion de tentoxina difieran de los del acido tenuazénico.

En la actualidad, a nivel mundial no existen limites legales o criterios establecidos
para metabolitos secundarios producidos por las especies de Alternaria ya que se considera
que la contaminacién de los productos naturales por este microorganismo no tienen

importancia (EFSA, 2011).

3.5.12. Manchas foliares

En los monitoreos realizados en la etapa de crecimiento del cultivo, se observaron
manchas foliares, en todos los genotipos. El desarrollo de lesiones foliares podria deberse
al accionar de las micotoxinas producidas por Alternaria spp. Segin Chen y Qiang (2017),
el acido tenuazonico estaria involucrado en la produccion de las manchas foliares ya que es
considerado como un posible herbicida debido a que puede causar manchas pardas a
marrones y matar plantulas tanto de mono como dicotiledoneas.

Otro de las micotoxinas detectadas en semillas de amaranto fue la tentoxina, siendo
su porcentaje alto en la campafia 2014-2015. Este metabolito fue aislado y caracterizado
por Templeton et al. 1967, observando que inducia clorosis en las plantas, por lo que es
muy factible que sea el responsable de las plantas clordticas observadas en algunos
ensayos a campo y en condiciones controladas.

El alternariol también fue detectado en semillas de amaranto el cual segun Bensassi
et al. 2012. afecta la viabilidad de la célula al inducir apoptosis o muerte celular
programada. La apoptosis inducida por el alternariol se produciria por la activacion del gen
p53 (Bensassi et al.,, 2012) o por una fragmentacion del ADN en células moribundas
(Wang et al., 1996).

En cuanto a los valores parciales del Area bajo la Curva de progreso de la
incidencia y de la severidad del tizon foliar en forma respectiva, los genotipos de ciclo
largo tuvieron valores mas bajos que el de ciclo precoz. Esto podria deberse mas a un
fenémeno de escape de la enfermedad que a una resistencia genética

Los genotipos de ciclo largo, los tltimos meses, no tuvieron las condiciones
necesarias para la produccion de AOH debido a que las temperaturas son mas bajas y por
lo tanto no se produciria AOH ni se desencadenaria la apoptosis celular (Lee et al., 2015)..

También, podria estar asociada a la caracteristica fisiologica que le confiere a los

genotipos de ciclo largo la capacidad de producir mayor cantidad de hojas en relacion al
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genotipo de ciclo precoz, lo que haria que cuando se evaluan los pardmetros de incidencia

y severidad esta sea menor que en el genotipo de ciclo precoz.

3.5.13. Estado sanitario de las semillas de genotipos de distinto ciclo

Es posible que las condiciones de mayor humedad a los que estuvieron expuestos
los genotipos de ciclo largo en la primera campafa, hayan tenido mayor influencia en el
deterioro de las semillas, asociado a mayor incidencia de Alternaria spp. con mayor
incidencia de manchado; menor poder germinativo y mayor contenido de metabolitos
secundarios como el 4cido tenuazonico.

Las toxinas producidas por A. alternata son fundamentalmente acido tenuazoénico,
alternariol y alternariol metil éter, teniendo su produccidon, una intima relaciéon con la
temperatura, la actividad de agua (ay) y el tiempo que estd expuesto el cultivo a las
condiciones ambientales favorables para su desarrollo (Patriarca et al., 2007; Lee et al.,
2015).

Las condiciones 6ptimas de produccion del acido tenuazdnico en cultivos como la
soja o el tomate son una a,, de 0,982, una temperatura de 21 a 25 °C durante 21 dias Si la
actividad del agua es inferior a 0,954 o tiene un rango de temperatura inferior entre 6 a 15
°C o superior a 30-35 °C, segun el cultivo, se desactiva la produccion de la micotoxina (Lee
et al., 2015).

En el caso del alternariol la produccién 6ptima se produce luego de 28 dias
expuestos a temperaturas entre 21 a 25 °C y un rango de a,, que oscila entre 0,922 y 0,982
por debajo o encima de esos valores deja de producir. La maxima concentracion de
alternariol monometil éter se produce con ay, de 0,954 y 35 °C, pudiendo producir hasta
una temperatura de 21 °C (Lee et al., 2015).

Pavon Moreno et al. (2012), Meena et al. (2017), Ramires et al. (2018), hallaron
que la produccion de metabolitos secundarios por parte de A. alternata, afectaba la
germinacion de las semillas lo cual es coincidente con los resultados obtenidos.

En la Tabla 3.6, se observa que la contaminacion de las semillas por Alternaria
spp. se correlaciond en forma positiva y altamente significativa con la incidencia del
manchado de semillas para la campana 2013-2014 (IN1-SMG r=0,94**) y de 0,74** para
la campafia 2014-2015 (Tabla 3.9), lo cual sefialaria que 4. alternata no solamente es un
contaminante sino que actuaria también como patogeno, resultados que son coincidentes

con los obtenidos en estudios previos (Noelting et al., 2011, 2016).
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3.5.14. Calidad sanitaria y fisiologica de las semillas de amaranto asociada a la
estructura de la panoja

Otro factor a tener en cuenta, en la calidad sanitaria y fisioldgica de las semillas de
amaranto es la estructura de las panojas, la cual puede guardar una estrecha relacion con el
grado de contaminacion de las semillas. Las panojas mas densas como las de 4. caudatus
subsp. mantegazzianus retienen mayor humedad y son mds susceptibles a la colonizacion
por hongos en el campo que las panojas mas laxas como las de 4. hypochondriacus o A.
cruentus. La concentracion total de metabolitos hallados en las semillas de genotipos de
ciclo largo de 4. caudatus subsp. mantegazzianus fue mas elevada a los hallados en

semillas de A. cruentus y A. hypochondriachus (Biasi et al., 2013).

3.5.15. Genotipo de ciclo precoz

La obtencion en el Instituto Fitotécnico de Santa Catalina de un genotipo precoz
con un ciclo de 79 dias a cosecha ha sido sumamente importante ya que mejor6 el criterio
de seleccion con un ciclo de siembra a cosecha de 135 a 140 dias como maximo en lugar
de 179 dias de los de ciclo largo (Espitia, 1992).

La ventaja de los materiales precoces es que pueden incluirse en rotaciones cortas.
Por otro lado, la menor altura favorece la cosecha mecénica y reduce el vuelco potencial de
las plantas por efecto del viento (Torres Saldafia et al., 2006).

El genotipo precoz produjo semillas de dptima calidad fisioldgica y sanitaria, lo
cual se vi6 reflejado en un mayor poder germinativo, menor contaminacion por Alternaria
spp., menor incidencia de manchado y menor concentracion de micotoxinas en las

semillas.

3.5.16 Analisis de datos

En forma coincidente el analisis de componentes principales y el andlisis de la
varianza permitieron diferenciar a los genotipos de distinto ciclo a partir de las variables:
Area bajo la curva de progreso de enfermedad en base a la incidencia y severidad de las
manchas foliares, incidencia de hojas afectadas por manchas y tizon foliar al momento de
la cosecha, altura de planta a cosecha y, en semillas por la incidencia de Alternaria spp.,

poder germinativo e incidencia de manchado en semillas de mayor tamafo.
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3.6. CONCLUSIONES

e Se reporta por primera vez en Argentina el manchado de semillas como una nueva
enfermedad que afecta al cultivo de Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus

producido por Alternaria alternata.

e El manchado implica no solo un cambio en la coloracion de las semillas, sino
también una disminucion de la calidad sanitaria y fisiologica, factor relevante a

tener en cuenta al decidir las semillas que se utilizaran para la siembra.

e Alternaria alternata induce hipertrofias en los tejidos seminales lo cual genera

disminucion del porcentaje de germinacion e incremento de plantulas anormales.

e El 4cido tenuazonico fue el metabolito secundario hallado en mayor concentracion

en las semillas manchadas de amaranto.

e Los genotipos de amaranto evaluados, respondieron de manera diferente a los
dafios ocasionados por Alternaria spp. tanto en el follaje como en las semillas. Los
genotipos de ciclo largo tuvieron mayor sanidad en el follaje que el genotipo de
ciclo precoz, teniendo este ultimo mejor calidad sanitaria y fisioldgica de sus

semillas.
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CAPITULO IV
4. FITOPLASMOSIS EN EL CULTIVO DE AMARANTO
RESUMEN

En el presente capitulo se analiza una patologia del cultivo de amaranto por la cual las plantas
manifiestan alteraciones en su crecimiento como: acortamiento de entrenudos, proliferacion
de brotes y paniculas deformes, necrosis del floema y escaso desarrollo radicular. Con el
objetivo de determinar la etiologia de la patologia, la distribucion espacio temporal de
plantas sintomaticas en el lote y el rol de las semillas en la transmision se llevo a cabo el
presente estudio. La metodologia utilizada para su estudio fue: andlisis de PCR directo y
anidado, andlisis de polimorfismos (RFLP) simulada por computadora, analisis
filogenético y de transmision por semillas. En el cultivo las plantas sintomadticas se
distribuyeron en forma uniforme registrando una incidencia que oscil6 entre 49 % a 96 %
para la primera y segunda fecha de evaluacion. Los hallazgos reportan al Amaranthus
mantegazzianus como un nuevo huésped para el subgrupo de fitoplasmas 16Sr XIII-A y
como un reservorio potencial del patdgeno para otras especies cultivadas. La tasa de
transmision por semillas fue del 92 %, valor relevante por lo cual se considera que las
semillas infectadas naturalmente constituyen un importante vehiculo de diseminacion del
patdogeno, que amenazaria la expansion del cultivo en nuevas dreas geograficas. La
deteccion del fitoplasma Ca phytoplasma hispanicum (subgrupo 16Sr XIII-A) en
Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus (Pass) Hanelt constituye la primera
referencia en este hospedante en Argentina y, la tercera referencia en América siendo

transnmitido por semillas.

Palabras clave: amaranto, fitoplasma, andlisis molecular, transmision
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4.1. INTRODUCCION

En relacion a los aspectos fitosanitarios del cultivo de amaranto, ademas de los
hongos y virus, los fitoplasmas se han reportado en México (Rojas-Martinez et al., 2009 y
Ochoa-Sanchez et al., 2009) y China (Yang et al., 2011).

Los fitoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, son patdgenos que afectan a mas
de 1000 especies vegetales, siendo la mayoria dicotiledoneas (Seemiiller et al., 2002).
Tienen la capacidad de multiplicarse tanto en insectos como en el floema de las plantas
ocasionando alteraciones vegetativas en plantas vasculares al habitar en el interior de las
células e interferir con el metabolismo de hormonas vegetales ocasionando
malformaciones (Lee et al., 2000).

Durante décadas muchas enfermedades de las plantas fueron erroneamente
consideradas como causadas por virus, actualmente se conoce que han sido producidas por
fitoplasmas (Davis et al., 2016).

Entre los sintomas inducidos por los fitoplasmas se mencionan a clorosis,
coloracion purpura de hojas, alta proliferacion de brotes, retraso del crecimiento,
declinacion general, esterilidad de las flores, elongacién o acortamiento de entrenudos,
filodia y en algunos casos muerte de la planta (Dickinson et al., 2013; Bertaccini et al.,
2014).

Las enfermedades ocasionadas por fitoplasmas pueden limitar la produccion de los
cultivos de importancia econdémica por el dano que les ocasionan y por la forma de
dispersion.

En condiciones naturales, la transmision de los fitoplasmas ocurre principalmente
por insectos vectores, por propagacion vegetativa del material infectado 'y
excepcionalmente, a través de las semillas (Cordova et al., 2003).

En relacion al cultivo de amaranto, en México, Ochoa-Sanchez et al. (2009)
identificaron a Candidatus Phytoplasma aurantifolia, del grupo 16Sr II en plantas de
Amaranthus hypochondriacus y A. cruentus que mostraba una coloracion inusual de su
tejidos ademas de la proliferacion excesiva de tallos y brotes.

También en México, (Rojas-Martinez et al., 2009) identificaron al fitoplasma “Ca
Phytoplasma pruni” del grupo 16Sr III en plantas de 4. hypochondriacus que exhibian
diversos sintomas como proliferacion de panojas, amarillamiento de las hojas,

acortamiento de los entrenudos y, en algunas plantas brotes atrofiados.
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En el afo 2005, en el predio ubicado en la localidad de Llavallol, se observaron
plantas de amaranto con alteraciones similares a las reportadas en el presente estudio que
fueron atribuidas a efectos ocasionados por herbicidas hormonales.

Sin embargo, en afios posteriores se repetian las anormalidades de las plantas de
amaranto sin haberse utilizados herbicidas hormonales razon por la cual se considerd que
los sintomas manifestados por las plantas podrian ser atribuidos a un fitoplasma.

Teniendo en cuenta la gravedad de los sintomas observados en el cultivo y el escaso

conocimiento de la enfermedad en Argentina, se llevo a cabo el presente estudio.
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4.2. HPOTESIS DE TRABAJO

e En plantas de Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus el agente etioldgico que
produciria alteraciones en su crecimiento seria un fitoplasma transmitido por

semillas.

4.3. OBJETIVOS

4.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el agente etiologico que produce anormalidades en plantas de amaranto.

4.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Estimar la incidencia de la enfermedad en el cultivo.
e Analizar el patrén de distribucion de plantas sintomaticas en el lote.
e Caracterizar al agente etioldgico mediante analisis moleculares.
e Realizar estudios filogenéticos del agente etioldgico.

o Evaluar la transmision del agente etioldgico por semillas.
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4.4. MATERIALES Y METODOS
4.4.1. Lugar del estudio
La investigacion se realizo en el afio 2016 en un lote de Amaranthus caudatus

subsp. mantegazzianus, ubicado en la localidad de Llavallol, pcia de Buenos Aires.

4.4.2. Material vegetal.

Se utilizaron muestras de plantas de Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus
que presentaron alteracion generalizada de su crecimiento, acortamiento de entrenudos,
proliferacion de rebrotes y de panojas axilares, necrosis del floema y escaso desarrollo

radicular.

4.4.3. Evaluacion de la incidencia y distribucion de plantas de amaranto sintomaticas
en el cultivo.

La evaluacion de la incidencia de plantas sintomaticas se realiz6 a los 64 y 129 dias
después de la emergencia del cultivo mediante inspeccidn visual de las plantas.

El porcentaje de incidencia de plantas sintomadticas se calcul6 utilizando la féormula:
I(% > 100
= — %
%) =

Donde:
I (%): porcentaje de incidencia de plantas sintomaticas.
S: niimero de plantas sintomaticas.

T: niimero total de plantas.

4.4.4. Extraccion de ADN
Material vegetal:

La extraccion del ADN total se realiz6 a partir de las nervaduras de las hojas de
brotes jovenes de dos plantas sintomadticas (Argl y Arg2) y una planta asintomatica (Arg5)
cultivadas en el campo experimental de Santa Catalina y de dos plantas (Arg3 y Arg4)
cultivadas en condiciones controladas (camara de cultivo) que manifestaron sintomas de la
enfermedad. El ADN fue extraido mediante la utilizacion de un kit de Promega (The

Wizard® Genomic DNA Purification), y posteriormente se liofilizo.
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4.4.5. Analisis moleculares

Debido a que los sintomas manifestados por las plantas observadas en condiciones
de campo, como en condiciones controladas como retraso o alteracion en el crecimiento y
necrosis de tejidos podrian estar relacionados con la presencia de fitoplasmas, se realizaron
los anélisis moleculares para su determinacion.

El andlisis molecular del fitoplasma se realiz6 a través de la clonacion y la
secuenciacion directa, en la Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz";

Universidade de Sao Paulo; Piracicaba, San Pablo, Brasil a cargo del Dr. Ivan Bedendo.

4.4.6. Reacciones de PCR

Para la PCR directa se utilizaron los pares de cebadores universales P1 y P7.

P1: 5“AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3*
P7: 5*“CGTCCTTCATCGGCTCTT-3*

En el caso de la PCR anidada, se utilizaron los cebadores R16F2n y R16R2.
R16F2n 5'-AAACGACTGCTAAGACTGG-3'

R16R2 5-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3'.

Los cebadores universales P1 y P7 amplificaron 1830 pares de bases mientras que
los primers R16F2N y R16R2 amplificaron un producto de 1250 pares de bases.

El andlisis de PCR virtual se realizé con 17 enzimas de restriccion.

La desnaturalizacion del ADN y su amplificacion se realizaron en un termociclador
programado para 35 ciclos para reacciones preparadas para P1/P7, de acuerdo al siguiente
programa: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 min, hibridacion a 50 °C durante
2 min y 1 ciclo de extension final a 72 °C durante 7 min.

Como control positivo se utilizéo el ADN del fitoplasma extraido de las plantas
infectadas de vinca (Catharanthus roseus) y como aislamiento a cada una de las muestras
de Amaranthus con fitoplasma.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
% vy se tifieron con Sybr Safe (Invitrogen). Las bandas se visualizaron con un

transiluminador de UV.
4.4.7 Secuenciacion

Los aislamientos Argl, Arg2 y Arg3 se seleccionaron para la secuenciacion del gen

16Sr RNA.
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4.4.8 Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular del fitoplasma de amaranto hallado en las muestras
Argl, Arg3 y Arg$, se realizo después de la secuenciacion del gen 16Sr RNA.

Las secuencias de ADN de 1,2 Kb se clonaron utilizando pGEM Easy Vector
System 1 (Promega), se transformaron en la cepa DHS5 de Escherichia coli y se
secuenciaron los plasmidos resultantes.

Se secuenciaron tres clones para cada cepa y se seleccion6 una secuencia consenso
mayoritaria para cada cepa. Posteriormente, los fragmentos de ADN se alinearon y
compararon entre si y con secuencias de fitoplasmas que pertenecian a distintos grupos de
fitoplasmas utilizando los programas de software de ADN (Bioedit, Blast y Multiple
Sequence Alignment- CLUSTALW). PGEM I (Promega).

4.4.9. Estudio filogenético

Las relaciones filogenéticas entre el fitoplasma hallado en rebrotes de cuatro
plantas de amaranto sintomdticas y una planta asintomatica, con aislamientos de otros
grupos de fitoplasmas se determinaron en base a la secuencia del gen que codifica para
16Sr XIII.

Para la construccion del arbol filogenético se utilizaron secuencias consenso
mayoritarias de cada cepa (Argl, Arg3 y Arg5) presentes en las muestras de amaranto y
secuencias del gen 16Sr RNA pertenecientes a diferentes fitoplasmas de los grupos 16Sr 1,
16Sr III, 16Sr VII y 16Sr XIII, empleando el Programa MEGA con el método neighbor-
joining.

El "bootstrapping" (método de parsimonia y maxima verosimilitud) se llevo a cabo
1000 veces para evaluar la importancia de las ramas internas en el arbol y como grupo

externo se utilizé la secuencia de Acholeplasma laidlawii.

4.4.10. Identificacion mediante analisis virtual de RFLP

Se utiliz6 un andlisis RFLP simulado por computadora del gen 16Sr RNA,
empleando secuencias, de aproximadamente 1.250 Kb, pertenecientes a las cepas aisladas
de amaranto.

La digestion en silice de cada fragmento de ADN alineado se proces6 con 17
enzimas de restriccion y se trazd una imagen virtual de electroforesis en gel de agarosa al

3 % (Wei et al., 2007).
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Las secuencias recortadas y alineadas se exportaron al programa pDRAW32 (Aca
Clone Software) para la digestion de restriccion simulada por computadora y el trazado
virtual de geles (Wei et al., 2007).

Los perfiles de RFLP virtuales generados por las cepas representativas del
fitoplasma hallado en las plantas de amaranto se compararon con los reportados para varios
fitoplasmas pertenecientes a diferentes subgrupos dentro del grupo 16Sr XIIL
Posteriormente se calculdo un coeficiente de similitud (F) para cada par de fitoplasmas

basado en los patrones virtuales de restriccion (Lee et al., 1998; Nei y Li, 1979).

4.4.11. Ensayo de transmision por semillas

Para evaluar la transmision del agente etiologico, se utilizaron semillas de dos de
las plantas madres de amaranto sintomdticas analizadas molecularmente y que eran
positivas para el fitoplasma. Como control, se utilizaron semillas procedentes de plantas
madres asintomaticas cosechadas en el afio 2015 en Llavallol, Buenos Aires y un genotipo
de la provincia de Cordoba.

Las semillas se desinfectaron mediante inmersion en una solucion de hipoclorito de
sodio al 2 % durante 5 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se secaron
entre papeles de filtro estériles. La siembra se realizo en bandejas de 72 celdas con sustrato
estéril, utilizando 80 semillas de las dos plantas sintométicas positivas para fitoplasma y
200 semillas de las plantas madres asintomaticas. La incubacion se realizd en camara de
cultivo para evitar el ingreso de posibles insectos vectores, a 25 °C y con un fotoperiodo de
12 h luz, durante 120 dias. Las plantas una vez desarrolladas se transplantaron en
contenedores de telgopor de 120 cc de capacidad.

La transmision se determind en base al porcentaje de incidencia de plantulas
sintomaticas y al analisis molecular realizado a partir de las dos plantas sintomaticas
elegidas al azar.

Para calcular el porcentaje de incidencia de plantas sintomaticas, se utilizo la
formula:

N? de plantas sintomaticas

Incidencia(%) = Total de plantas * 100
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4.5. RESULTADOS Y DISCUSION
4.5.1. Evaluacion de plantas sintomaticas en el cultivo

En el cultivo, tres dias después de la emergencia, se observaron plantulas anormales
con cotiledones cloroticos enrollados hacia adentro. Los sintomas fueron progresivos,
acentuandose durante el desarrollo de las plantas.

A los 64 dias de la emergencia del cultivo, etapa coincidente con el inicio de la
formacion de las panojas, se observaron plantas asintomaticas (Fig. 4.1a) y plantas
sintomadticas con rebrotes axilares de menor tamafio con hojas curvadas hacia adentro;
entrenudos cortos, numerosas hojas de tamafo reducido con nervaduras centrales
engrosadas (Fig. 4.1b), panojas laterales de menor tamano (Fig. 4.1c) y hojas clor6ticas

con margenes necroticos.

Figura 4.1. Planta de amaranto asintomatica (a), Plantas
sintomdticas con entrenudos cortos, hojas atrofiadas y
numerosas panojas laterales de menor tamano (b y c).

Algunos de los sintomas identificados en este estudio son coincidentes con los
descritos en México en plantas de amaranto infectadas con distintos fitoplasmas, como
proliferacion excesiva de brotes, clorosis en hojas, acortamiento de los entrenudos y brotes
atrofiados (Ochoa-Sanchez et al., 2009; Rojas-Martinez et al., 2009).

En algunos casos las plantas exhibieron un color amarillento del follaje (Fig. 4.2a),

necrosis del floema (Fig. 4.2b) y pobre desarrollo de las raices.
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Figura 4.2. Planta de amaranto con brotes
atrofiados y amarillamiento de sus hojas (a);
Detalle de un brote afectado (b).

4.5.2. Incidencia de plantas sintomaticas

A los 64 y 129 dias después de la emergencia del cultivo, la incidencia de plantas
sintomaticas fue de 49 % en la primera evaluacion a 96 % en la segunda. Fue notorio el
avance de la enfermedad en el cultivo ya que en tan solo 65 dias de transcurridos entre una
evaluacion y la siguiente se duplicod practicamente el nimero de plantas enfermas, lo cual
da un indicio de la gravedad de esta patologia.

Este incremento podria deberse a que un porcentaje de las plantas asintomaticas
posteriormente manifestaron la enfermedad (Reveles-Torres et al., 2014) o bien que fue
transmitida de plantas enfermas a sanas por insectos vectores (Camarena Gutiérrez y De La
Torre Almaraz, 2008; Reveles-Torres et al., 2014).

En condiciones a campo, por lo general los sintomas se manifiestan cercanos al

periodo de floracion que es cuando la planta comienza a emitir los rebrotes axilares.

4.5.3. Distribucion de las plantas sintomaticas en el cultivo

En el cultivo, las plantas sintomaticas se distribuyeron en forma uniforme (Tabla
4.1 y Tabla 4.2). Resultados similares, de distribucién de las plantas sintomaticas en un
cultivo de 4. hypochondriacus afectado por Ca. Phytoplasma pruni fueron reportados por

Rojas-Martinez et al. (2009).
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Tabla 4.1. Distribucion espacio-temporal de plantas de amaranto sintomaticas (+) y
asintomaticas (-) en un lote experimental a los 64 dias de la emergencia del cultivo.
hileras
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
+ + - + - + + - + + + + + + + + + + +
+ - - - + - + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Tabla 4.2. Distribucion espacio-temporal de plantas de amaranto sintomadticas (+) y
asintomadticas (-) en un lote experimental, a los 129 dias de la emergencia del cultivo.
hileras
1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11 1 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 2 24 2 26 27 B
+ o+ o+ 4 L S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
L A S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S + o+
0+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4 S S S S S S S S S S S S S S
R T S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
E T A S S S S S S S S S S S S 0+ o+ o+ o+ 4 + o+
L R S T S S S O S S SR S SR S S SR S S S S + o+
R S T S S T S S S S S S S S S S S S S S S S S S
R T T T T T T T S S S S S S S 0+ o+ o+ o+ 4
E T T S S S S S S S S S S SR o+ o+ o+ 4 o+ o+ 4
+ + + + + 4+ + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + + + + + + + +
+ + + + + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + + + + + + + +
+ + + 4+ + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + 4 + + + + +
o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+t + o+t
0+ o+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ + 4+ o+ % o+ o+ o+ + o+ o+ o+t 4

4.5.4. Determinacion del agente etiologico

A partir de la amplificacién de fragmentos de ADN de 1,2 Kb generados por PCR

anidada y utilizando los cebadores universales P1 y P7, se detectd la presencia del

fitoplasma 16Sr ADN en plantas de Amaranthus mantegazzianum, tanto sintomaticas como

asintomaticas.

La detecion de fitoplasmas en plantas asintomaticas podria atribuirse a diversos

factores, entre ellos la ausencia de sintomas debido a una infeccion tardia en una especie de

ciclo de crecimiento corto (Rapussi et al., 2012). Por otro lado la deteccion de fitoplasma

en las muestras sintomaticas confirm6 la asociacion entre los sintomas de las plantas

enfermas de amaranto con este patogeno.
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Estos resultados son coincidentes con los hallados en México en Amaranthus
hypochondriacus por Rojas-Martinez et al. (2009), donde comprobaron la relacion de los
fitoplasmas y las plantas enfermas de amaranto.

Yang et al. (2011) hallaron en plantas asintomaticas de Amaranthus retroflexus el
fitoplasmas Ca Phytoplasma ziziphi perteneciente al grupo 16Sr V. Olivier y Galka (2008)
reportaron al fitoplasma Aster yellows con una elevada proporcion de plantas de canola

asintomaticas.

4.5.5. Analisis filogenético Gen 16Sr DNA

El arbol filogenético generado en base a la secuencia de 16Sr ADN del fitoplasma
denominado proliferacion de brotes de amaranto (ASP-Arl); cepas representativas del
fitoplasma de subgrupos clasificados dentro del grupo 16Sr XIII, y de fitoplasmas

pertenecientes a diferentes grupos y subgrupos se muestra en la Fig. 4.3.

168 XII1-F (Strawberry red leaf phvtoplasma - KJ921641)

168¢XI11-I (Brocoli stuat phvtoplasma - JX626329)

168:X111. A (Candidatus Phvioplasma hispanicum — AF248960)
168XTII-A (Amaranth shoot proliferation ~ MK440609) This study
168rX111-C (Chinaberry vellows phytoplasma - AF493882)
168¢XI11-G (Chinaberry vellows phytoplasma - DQ444264
163¢X10-D (Mexicanpotato purple top phytoplasma SINPV - FIO14647)
168¢I11.B (Manihot esculentawitchas broom phytoplasma - GU193576)

168¢1-A (Tomato Big Bud = AF222064)
16811-B (Maize Stunt Bushy phytoplasma - AY265208)
168rXI11-E (Papaya apical curl necrosis phytoplasma - JQ792171)

" 1654111-A (Candidatus phytoplasma pruni strain - J044393)
1681111 (Chayote witches - broom phytoplasma - AF147706)

165¢V1I-A (Candidatus phytoplasma fraxini - AF09209)

168¢VII-B (Erigeron witches broom phytoplasma - AY034608)

165¢X11-B (Phytoplasma p. STRAW02- U96616)

168eXT1.] (Strawberry fruit phyllody - EU719108)
Acholeplas ma laidlar i - M23822

Figura. 4.3. Arbol filogenético construido en base a la secuencia de
16Sr ADN del fitoplasma de proliferacion de brotes de amaranto (ASP-
Arl) y cepas representativas de fitoplasma de subgrupos clasificados
dentro del grupo 16Sr XIII.
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La secuencia obtenida identificada como Amaranth Shoot Proliferation (ASP) cepa
N° MK440609 muestra una clara agrupacion con los miembros del grupo 16Sr XIII y su

consecuente separacion evolutiva de los demas grupos y subgrupos.

4.5.6. Caracterizacion molecular

Los andlisis de las secuencias de nucledtidos del 16Sr ADN de los tres clones
obtenidos de cada fitoplasma hallados en las muestras Agl, Ag3 y Ag5, permitieron
seleccionar una secuencia de consenso principal para cada uno.

Las secuencias se denominaron: Amaranth Shoot Proliferation (ASP),
clasificandolas como ASP-Arl, ASP-Ar3 y ASP-ArS5, representando a los clones Agl, Ag3
y Ag5 del fitoplasma. Estas secuencias se depositaron en la base de datos del GenBank,
con el nimero de acceso MK440609, MK440610 y MK440611, respectivamente.

Las tres secuencias mayoritarias representativas de las tres cepas fueron idénticas
entre si, por ese motivo, se selecciond a la secuencia ASP-Arl como secuencia del

fitoplasma hallado en las plantas de amaranto.

4.5.7. Comparacion de patrones de RFLP y calculo de coeficientes de similitud entre
secuencias de distintos subgrupos de fitoplasmas 16Sr XIII

Comparando los patrones generados con enzimas de restriccion de los productos
amplificados por PCR vy las secuencias de los productos obtenidos, se detectd la presencia
de un fitoplasma perteneciente al grupo filogenético 16Sr XIII Candidatus Phytoplasma
hispanicum el cual fue previamente reportado en los géneros Catharanthus en México
(Davis et al., 2016) y Thunbergia en Brasil (Alves et al., 2016). En ambos géneros el
fitoplasma produce anormalidades en el crecimiento y viriscencia con enverdecimiento de
las flores en Catharanthus (Davis et al., 2016).

La secuencia del fitoplasma ASP-Arl compartié un 98,80 % de similitud con la
secuencia del fitoplasma de referencia del grupo 16Sr XIII, fitoplasma mexicano de la
viriscencia de la vinca (Catharanthus roseus) denominada Ca. Phytoplasma hispanicum
(Davis et al., 2016).

De acuerdo con los patrones de RFLP, se obtuvo un coeficiente de similitud de 0,98
entre la muestra identificada como ASP-Arl y un representante del subgrupo 16Sr XIII-A
(Tabla 4.3). Segun los resultados obtenidos, el fitoplasma de Amaranthus (ASP-Arl)
pertenece al subgrupo 16Sr XIII-A aunque este aislamiento no es totalmente idéntico al

fitoplasma patron representante del subgrupo 16Sr XIII. La diferencia entre los subgrupos
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esta en el patron de restriccion de la enzima Msel, utilizada para diferenciar a los

fitoplasmas del grupo 16Sr XIII.

Tabla 4.3 Valores de coeficientes de similitud (F) obtenidos del fitoplasma de
proliferacion de brotes de amaranto (ASP-Arl) y fitoplasmas afiliados a distintos
subgrupos pertenecientes al grupo 16Sr XIII.

Subgrupos  16Sr XIII -A 16Sr XIII -B  16Sr XIII1 -C 16Sr XIII -D 16Sr XIII -E  16Sr XIII -F ASP Arl

16Sr XIII -A 1,00

16Sr XIII -B 0,95 1,00

16Sr XIII -C 0,86 0,82 1,00

16Sr XIII -D 0,92 0,89 0,82 1,00

16Sr XIII -E 0,92 0,87 0,79 0,70 1,00

16Sr XIII -F 0,89 0,80 0,74 0,83 0,81 1,00

ASP Arl 0,98 0,95 0,88 0,89 0,95 0,89 1,00

De acuerdo con el esquema actual adoptado para la clasificacion de los fitoplasmas,
los valores F superiores a 0,97 agruparian a las cepas en un mismo subgrupo (Wei et al.,
2007).

Los valores de similitud de secuencia y coeficiente de similitud estin en
concordancia para considerar al fitoplasma asociado con la Proliferacion de Brotes de
Amaranto como perteneciente al subgrupo 16Sr XIII-A.

Por otro lado, el patron de ramificacion del arbol filogenético confirmaria que el
fitoplasma denominado Amaranth Shoot Proliferation (ASP) cepa N° MK440609 ASP-Arl
estd estrechamente relacionado con el representante del subgrupo 16Sr XIII-A (Fig. 2).

Con respecto a la clasificacion del fitoplasma basada en 16Sr DNA, se reconocen
pocos subgrupos dentro del grupo 16Sr XIII y se han identificado a pocas especies
vegetales como representantes de este grupo (Pérez-Lopez et al., 2016; Pérez-Lopez y
Dumonceaux, 2016; Melo et al., 2018).

Llamativamente, las especies del grupo 16Sr XIII se limitan al continente
americano con fitoplasmas reportados en Argentina, Bolivia, Brasil, México, Paraguay y
Estados Unidos (Melo et al., 2018). En Argentina los fitoplasmas del grupo XIII se han
registrado en cultivos de frutilla (Fernandez et al., 2015) y en arboles de paraiso
identificado como Ca. Phytoplasma meliae (Fernandez et al., 2016).

La identificacion de un fitoplasma 16Sr XIII-A revel6 que el amaranto es un nuevo
huésped para este subgrupo, lo que contribuye a ampliar el conocimiento sobre la

diversidad de plantas hospedadoras.
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4.5.8. Transmision del fitoplasma 16Sr XIII-A

En el ensayo de transmision, se registré una tasa de germinacion del 100 %. Sin
embargo, después de la emergencia, se identificaron 257 plantulas sintomadticas derivadas
de plantas madre tanto sintomaticas como asintomadticas, lo que correspondia al 92 % del
total de plantulas emergidas. Estas plantulas mostraron sintomas de clorosis y
enrollamiento de los cotiledones (Fig. 4.4a) al igual que los observados en el cultivo.

A'los 109 dias de la emergencia de las plantas en la cdmara de cultivo, el 100 % de
las plantas tenian hojas con ldminas estrechas y curvadas hacia adentro, proliferacion
excesiva de brotes axilares y panojas laterales (Fig. 4.4b); confirmandose la presencia de

Ca. Phytoplasma hispanicum en dos plantas sintomaticas seleccionadas al azar.

Figura 4.4. Plantulas de amaranto con cotiledones
enrollados (a y b ); plantas con rebrotes y panojas
deformes (c).

Para realizar el analisis de transmision se utilizaron semillas cosechadas en el 2015,
las cuales produjeron plantas sintomaticas cuyo analisis molecular fue positivo para Ca.
Phytoplasma hispanicum, lo cual sugiere que el fitoplasma permanecié latente en las
semillas almacenadas en condiciones de laboratorio durante 300 dias. Los resultados
obtenidos demuestran que el fitoplasma no afect6 el poder germinativo de las semillas.

Por otro lado, se comprobd que el fitoplasma Ca. Phytoplasma hispanicum se

transmite a través de las semillas de amaranto ya que los sintomas que se habian
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observado a campo fueron similares a los de las plantas cultivadas en cadmara de cultivo
libre de potenciales insectos vectores. Rojas-Martinez et al. (2009) obtuvieron resultados
similares, sugiriendo la posibilidad de que Ca. Phytoplasma pruni se transmitiese por las
semillas de 4. hypochondriacus.

La tasa de transmision por semillas fue del 92 %, valor relevante por lo cual se
considera que las semillas infectadas naturalmente constituyen un importante vehiculo de
diseminacion del patdégeno, que amenazaria la expansion del cultivo en nuevas areas
geograficas.

La transmision de los fitoplasmas por semillas, se consideraba que era
practicamente imposible debido a la falta de conexion directa entre el floema y el embrion
(Menon y Pandalai, 1960). Sin embargo, varios autores como Khan et al. (2002); Botti y
Bertaccini (2006); Calari et al. (2011); Chung y Jeong (2014), demostraron la transmision
de fitoplasmas por semillas en varios cultivos como alfalfa, tomate, maiz y colza de
invierno y en algunas especies lefiosas (Satta et al., 2019) y en Canada, se detecto al
fitoplasma de Aster yellow en plantulas obtenidas a partir de semillas deformes (Lee et al.,
2004).

El incremento de fitoplasmas en varios cultivos en todo el mundo, es posible que se
deba a su transmision por semillas, aspecto que hasta el presente no se habia tenido en
cuenta, habiéndose considerado sus efectos solo sobre el vigor de las plantulas y la
produccion.

En alfalfa, el fitoplasma conocido como el amarillamiento de la alfalfa australiana
(AluY) tiene un efecto severo en la produccion y en el vigor de las semillas (Pilkington et
al., 2003).

En el duraznero, el fitoplasma que causa el amarillamiento de los frutales de carozo
(ESFY) reduce la germinaciéon de las semillas (Necas et al., 2008). Sin embargo, en el
presente estudio no se observo disminucion del poder germinativo de las semillas.

Si bien los fitoplasmas se transmiten principalmente por insectos vectores de las
familias Cicadellidae, Fulgoridae y Psyllidae (Weintraub y Beanland, 2016), es probable
que Ca. Phytoplasma hispanicum pueda ser transmitido por otros insectos vectores que
pueden estar presentes en especies perennes, lo cual agravaria la situacion sanitaria del
cultivo de amaranto y potencialmente de otros cultivos adyacentes.

Teniendo en cuenta que el fitoplasma Ca. Phytoplasma hispanicum afecta el normal

desarrollo de las plantas; se transmite por semillas y puede estar presente tanto en plantas
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sintomaticas como asintomaticas, se deberia priorizar el uso de semillas certificadas y de
genotipos de amaranto tolerantes, a fin de incrementar la productividad del cultivo.

Con los resultados aportados en el presente capitulo fue posible confirmar la
presencia de una enfermedad fitoplasmica en plantas de amaranto que muy posiblemente
afectaron al cultivo hace varios afios en el mismo predio.

Los hallazgos reportan a Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus como un
nuevo huésped para el subgrupo de fitoplasmas 16Sr XIII-A y como un reservorio

potencial del patdogeno para otras especies cultivadas.
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4.6. CONCLUSIONES

e La presencia del fitoplasma Ca. Phytoplasma hispanicum 16Sr XIII-A, constituye
la primera referencia en el cultivo de Amaranthus caudatus subsp. mantegazzianus

en Argentina y la tercera en América.

e Sobrevive por periodos prolongados, manteniendo su capacidad infectiva en

semillas sintométicas y asintomaticas.

e Se transmite por semillas y no afecta el poder germinativo.
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5 CONCLUSIONES GENERALES

Dos de las estrategias de manejo integrado del tizon foliar, las cuales se basaron en
la aplicacion de la fertilizacion en suelo con la aplicacion en semillas de carboxin+thiram
(500 ppm) y de Trichoderma atroviride en forma respectiva, resultaron ser las mas
efectivas para minimizar la incidencia del tizon foliar, ademds de incrementar el
rendimiento en semillas y en materia seca, disminuir la contaminacién en semillas por
Alternaria spp. e incrementar el poder germinativo de las semillas.

En forma complementaria se reportaron dos nuevas patologias que podrian limitar
la produccion del cultivo:

El manchado que afecta a las semillas causado por 4. alternata, patdbgeno que
reduce la calidad sanitaria y fisioldgica de las semillas. Los resultados del presente estudio
indican que una de las soluciones a la presente problematica derivada de esta enfermedad
esta dada por un genotipo de ciclo corto caracterizado por producir semillas de excelente
calidad sanitaria y fisioldgica.

La segunda patologia: Fitoplasmosis en amaranto es ocasionada por Ca.
phytoplasma hispanicum responsable de producir alteraciones en el crecimiento de las
plantas. Se reporta por primera vez en Argentina constituyendo el segundo reporte en
América y la primera referencia en el cultivo de amaranto A. caudatus subsp.

mantegazzianus en Argentina y en América del Sur destacando su tranmision por semillas.
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6. ANEXOS

6.1. Medios de cultivo

-Agar agua (AA)

Es un medio pobre en azlcar que favorece el desarrollo de los conidios de los
patogenos necrotréfos donde el micelio crece en forma muy rala. Es especialmente usado
para hacer aislamientos de punta de hifa. De acuerdo a la consistencia que se quiera dar al

medio, se puede hacer con mayor o menor cantidad de agar.

Composicion

Ingrediente Cantidad
agar I5¢g
Agua destilada 11

Modo de preparacion
Disolver 15 g del Agar agar en un litro de agua destilada. Dejar reposar cinco
minutos Calentar hasta ebullicion con agitacion continua. Transferir el medio a tubos,

erlemyers o frascos, etc. Esterilizar a 121 °C durante 15 min.

-Agar papa glucosado (APG)
Es un medio rico en azucar que favorece el desarrollo de colonias de patogenos de

diferentes grupos taxondomicos

Composicion

Ingrediente Cantidad

papa 200 g
agar 20g
glucosa I5¢g
Agua destilada 11

Modo de preparacion

Lavar las papas (200 g) cortarlas en trozos pequefios y hervirlas en un litro de agua
destilada por 20 min, colar y disolver en el liquido la dextrosa y el agar. Esterilizar en
autoclave durante 15 min a 15 libras de presion.
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Preparacion del medio sintético comercial
Disolver 39 g del Agar papa comercial en un litro de agua destilada. Dejar reposar
cinco minutos. Calentar hasta ebullicion con agitacién continua. Transferir el medio a

tubos, erlemyers o frascos, etc. esterilizar a 121 °C durante 15 min.

-Agar papa zanahoria (APZ)
Es un medio pobre en azucar que favorece la esporulacion de patogenos

necrotrofos como es el caso de 4. alternata.

Composicion

Ingrediente  Cantidad

papa 20g
zanahoria 20g
agar 20g
agua destilada 11

Modo de preparacion

Cortar papas (20g) y la zanahoria (20g) en trozos pequefios. Colocarlos en un
recipiente con 100 ml de agua destilada y llevar a ebulliciéon durante 15 minutos. Filtrar a
través de muselina ejerciendo presion sobre los vegetales cocidos para permitir el paso de
pequetias cantidades de los mismos. Colectar el liquido y descartar los trozos de vegetales
que permanecieron en la muselina. Agregar agua destilada hasta completar 1 litro. Afadir
20 g de agar y mezclar. Calentar hasta ebullicion agitando. Transferir el medio a tubos,

Erlemyers o frascos, etc. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

-Dicloran Rosa de bengala sacarosa y extracto de levadura (DRYES)
Este medio permite diferenciar segin el color de las colonias las especies de
Alternaria infectoria por desarrollar colonias de color beige claro y A. tenuissima por

desarrollar colonias de color verde oscuro.
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Composicion

Ingrediente Cantidad
Extracto de levadura 20g
Sacarosa 150 g
Dicloran (0,2 % en etanol) 1 ml

Rosa de bengala (5 % sc., p/v) 0,5 ml

Cloranfenicol 0,1g
Agar 20g
Agua destilada 11

Modo de preparacion
Disolver todos los ingredientes sélidos en el agua destilada, posteriormente agregar
los ingredientes liquidos. Calentar hasta ebullicién con agitacion. Esterilizar a 121 °C

durante 15 min.

-FAA

Sirve para fijar y endurecer los tejidos.

Composicion
Ingrediente Cantidad
Formaldehido 40 % 5ml,
Acido acético glacial 5 ml

Alcohol etilico 50-70 90 ml.

Coloracion de Safranina-Verde rapido

Es una coloracion sencilla de realizar y de buen contraste.

Modo de empleo

1.- Tincion con Safranina 1 a 2 min.

2.- Lavar con abundante agua.

3.- Diferenciar con alcohol y acido acético y lavar con agua.

4.- Deshidratar el corte con unas gotas de alcohol 96, antes de la segunda tincion.
5.- Tincién con verde rapido.

6.- Deshidratar con alcohol etilico absoluto.
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7.- Aclarar

8.- Montar con balsamo de Canadé o en el medio sintético (PMyR)

6.2 Analisis Moleculares

Alternaria alternata
( cepa utilizada en ensayos realizados en el capitulo II)

ITs 0

Standard ID Fe %rmcrogen

ITS region service report

Order Mumbar 190316FN-012
St rema 1_conbg 1
Infcamreation
Primar Infarmnation

Sequencing Premer Hame Primer Sequences. PCH Primer Name Primer Sequences

IT21 5" (TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) 3 IT21 8" (TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) 3
IT24 8" (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC1 3 IT24 5 (TCC TCC GCT TAT TEA TAT GC1 ¥
Subject Score Identities
Ali=maria
FoT 7 T
MFE75850.1 — sar L 580 k3 1053 o STETA EE]

NernRlid| EYDTESEE)
1L PG LA03g}

ARErTEIag | MRS R

Anernania ahernnuii MCES0EDE
Ahermaniaahernnuy | MFST5EE0

hogens. They ane ab
s th sometioes ead
iCFS, patients

camig beaf el ar umsrass, 1 trwer SEY hne] sgmstion
ni bersts caning et spoots, ot s bights =y plact parts
i humarns with compromised mmunity

> 1 ITSl.abl 1242

CCCGTAGGGACTGCGGAGGGACATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGAA
CCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTA
CTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCT
TTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC

ATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGT
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ACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGA

GACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGC

ACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTT

TCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA

TCATAAGCCGGGAGGAAAAAAAAAATGGTTTCGTTTCCCTGCGCCTTGCA

TCCTCCCCCCCGGTCCACCCCTGAAAGTTCGTTAAGGTTAGACGTCACCG

GTGGAAACATTTTTCCCCCCCCGGGCCCCAAGGGAGGGTGGGGAAACTCC

GGGGGCAAATAAATTGGGGAAAACCCAATATGGGCCATAAAATCCGGGTT

TCCCGGAATTATCCCCCTGGTTAGGGAAGTTTTTCCCGAGGGTAATCACC

CGTCCTCCCCTTGACCCCCTCCCCCAAAACTGCGCTTGGGCCACCCATAC

CCTTTGCCTTTTTTAAGCCTGGCGCCAAACCTCCTCCCGAGCGAAAAAAC
TTACCAAAAAAAATTTAAAAATTGGCCGGGCCCATATAATTACAAAAAAA
ATTGGTATTCCCCCCATCCTTTTTTAAAAAATTACACTTTTATCAAAAAA
CTTTTCCCCGGGGATCCTCTTTACCCCCCACCCCTTTTACCCAGGCGCAA
CCTAATTTTCAATATTTACTTTCAGAATTTTTTTAAAAAATAAAGCTCCA
CCCAATCCATAGCCTCCCACCACACTTATACCGCTGTTTTAAAATTAATT
ACATTGAAAATTATTTAAAAAAAAAAAATATGCCCCCCCCCTTAAACCAT
TTTCTCCCCCCTACCTCCCCCGCCTTAAAACGCTAAAAACGA

> 1 ITS4.abl 1617
AGGGGGATCCTACCTGATCCGAGGTCAAAGTTGAAAAAAGGCTTAATGGA
TGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCGCTCCGAAACC
AGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAG
ACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAA
CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTC
GATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTA
TTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCC
TAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGG
GTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCA

TATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACA
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TTTTTACTTTCCAAAAAAAAAAAAAAGAGGAAGGTGTGGTTTCGGGGGGC

CTTTTGGCCTCCCACCCCCGTCGAACCCTCTGGAATTCCCCCTTAAGGGT

TTGTCATACCCCCGAGGAAAGCTATTGTTTCCCCTATCCTTTTCTTCCAA

GGAACTGTGGGGGAAGACTCCGGGGGGCTCATTAAGTTCTGGGAAAAACC

CCAATATGTTTTCCCCTCAACGCACGGGGGTGGGCCGGGAATTCCTTCCC

CCCTTGGGTTAGGGGAAAATCTTTTCCCCGAGGGGTGAAAACCACCCCAA

GTTTCCCGGATAAAACAAATCTTTCCCCAAATTTCATGGGGGATACTTTA

AAATATTTTAAACATTAAAGACTTTATTTTAAACCCCCAGGCTTACAAAA

ACCCCCCCCCCCCCTATGCGTTATAATGTTTTTTTTTTTAAAATAACCTT

TTTTTTATATTTTTTTCGCCAAACAGTCCAATTTTTTTTTTTCCCAAAAA

AAATATTTTATATATATAAACTTCCCCCCCTGGGGTCCTTTTTCTTCTTC

CAGTAATATTTAACCTATTCTTTTTTACCCCAAAAGAAAAAACTGTTATG

ACAAGGGGGGGGGGGGGGGCGACCCTGGTTAAATTTAAACCCCCCCCCCC

ACCCCGCCTTCTTTTTTTTTTACGGCCGGGGGCATGGTAATTTAACTACC

CTAATTTTTATATTTGGAATTAACTTATTTATGTTTTTTTCTATAATTAT

ACGGTTACCTGCCTTTGTTTTTTTCTCTTGACGGTATATAAAGGTGCACG
GGGCCGCGGGCGGGTGTTTAACCCTTGTTTACCGTCCAAACCGCTGCCAC
AAAAAAAAAAAAAAAAAACCCCCCGCGTTTTTCTTTTATTTGAATTTTTT
TTATTTTACCCTTTGCTGTTGCGTGATTTTACCGCATTTTAAACAAAAAT
AAAATATATTAATAAACCCCCCCCCCCTCCTCCCCTGTTTTGTAATTAAA
AATAACCTGGCCTGCAACTTTCAATTTTGCCACCCGGCTTTACAATTCAC

ACCGTTTTTACACCACC

Trichoderma atroviride
(Cepa utilizada en ensayos realizados en el capitulo II)

> T1 EFl.abl 959

TTAACACCAATAATTGACTCAGGCTTACTATCCTCTCTACTGTCGTGGGG
GGTTCTCTAAGCCGTTGAGGTGCTGAGGGTGAGATTTTGCTGAAATCGTC
CCTGGGGGTTCTTATTTGTCGTCAAACAGCTTTCAATCGACTCGGTACTG

ACTTGCCACAACGGGCACGTCGATACCTGAGGGCTACCACCGGGAGGGGA
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CCCAATCCCTCGAGCCCTAAAGCCCTCGACTCTGCGGTCGGTGCGGGGGC
CTTCCTCATGAACGCATCGCCATGAGATCTTCCCAAGGCACTGGTCGCTT
GATCTACCAGTGCGGGTGGTGTTGACAAGCGTACCATCAAGAAATTCGAG
AAGGCAGCACATTTCGGCTTTTTCACGCCGCTCCCCTGAGCACCATCGTG
TCACGACGATTCTGTACGTGGGCCGTGTCCTCTTTTTACCATCACAACCT
CACATGCACGCTACAGCGGTTTTACCCCCCTTTGACCACAAAAAATATGA
TCAGTACTCTGCGCGGCCTTTCTTCGAGTCCCCACCCCTTGTTTTCTTAG
CCGCAGGCATCACAATGCTGCTCGGTCACCGCCACCGAAAAAGAACTAAC
TGGGACCCAGCCTGACGACGCGAGCTCGTCCTCTATCAGCAGTATGCTGA
TCTCGCCCCGGGGAGGAGAACGAAGGTTGGCAGGGGTCTTTTCCGATAAT
GGGGGTCTTAGAAAGACCAGGAGGCGCAGGTGGGGCGGGGAGTCCACAAT
CTACAACAATATGGCCGCTCTGTGCAGATTTCGGAGACTCTCCAAAGAAG
CAAGGTCCACCACGTGCATGGTGTTATAGTTTTACATTGCCCCTCAATAG
ATACACATGGGAAACAGAATCTGACGGGTTCCCCCCGAGTACACCCTCCC
GGCACCACTGGGATGGCCACTAAGAGAATGAGGACGTGGAACCTCTCAGA

AAATGCTGC

> T1 _EF2.abl 916
TTACCAAACTTAATAGTGATACCGTCTCATTACGGTAGTTGTGTCTCGTT

ACCTATGCTGTGGGGAGAAGGAAAAAAATGCTTGACGGGGAGATAACACT
TGGGAGTCTCCGTCTTCCAGAGGGCCTGTCGATGGTGATACCGTCGTATC

GGACGGCCGTGATGTTGTCAAGAACCCACGGATACTTGAAAAAACCCTTG
CTGAGCTCTTCCGCTTCCTAAGATTGAAGCATGATTAGCTCACTGAACCA

CACGGACATGGCGACCACGAGGCTATTGAGTACTCTTCGTTGGGACGGGA
CAGGGGCGATATCGGGGTTGCAGCCAAACAAAAAAAAGTTGGCACCCCAC
TAAAAGCCAAGCAAGGCGGCCAGAGGATTTTGCTGTGCCCCCGAGGGGTA
GACAGGTCGGAGGGGTGTGATGCTGCGGCGAAAACAAGTGACGGGACCGA

CGACCCCATAGTCGGACAACATTGTGCTTAGGGAAGTTAGTCAAAAAAGA

AAAAGAACTTTGCTTCTTTCGAGTTCCTCGATGGTACACGTTGTCAAACC
GCAGAGCTGGTAGTGCTGTGCCCCACCTCTTGGGAAAAAAACCCTGCGAG

GCCGCCCTAAGACGGGATGCCCCCCCCCACCACAAAAATCGATGTGCTGC
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GTGTGGGGGGTAGAGGAAATACACCCCCGGGGTGGAATTTCCGGAGCGAC

TCGGTTTTTGTGTGCAGTCAGGATATGAGATCATTCAAAACTTGTCTGAC

GGGTGAAATTCTCTTCCCCCATACCAAGTTAAGTCTGCCCAAATGGTCTA

ACACCCCCACTTGTCTACCGCTTAAAGAAATGTCCGTTTCACGAAGGAAT

GACGAATGGCAAACCTCCCCATGACGACCGACTTGATGTGAGTCTTGCTC

CTTTACCCCTACTACG
Query= 198911-R02_G@5_T1 _EF2 1 916

Length=218&

Sequences producing significant alignments:

EX463448.
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EUZE@aid.
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strain 0Y3887 translation elon...
strain DAOM 179514 tranzlation...
culture-collection DAOM:238833...
izolate G.7.5. 94-185 translat...
izolate G.J.5. 98-134 translat...
EACEZEDT 1 Tedol . . s =2 c ge o113 1 2o e oo

izolate G.J.5.
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E
Value

9e-1685
9e-185
9e-185
9e-185
9e-185
9e-1685
9e-185
9e-185
9e-185
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
2e-181
Z2e-181
Fe-1el
Ze-lea
2e-1e@
2e-1e@
Ze-18a
2e-1e@
2e-1e@
Se-10a
Se-10a
le-23

le-98

le-98

le-98

4e-98

4e-938

4e-98
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Alternaria alternata
( cepa utilizada en ensayos realizados en el capitulo III)

Standard ID b 4 maciogen

ITS region service report

Cirder Number - HCD0BA51TS
Sample name - STRAINT_confg 1

Primar Infarmation

Sequencing Primer Name Primer Sequences
ITSS F (TOC GTA GET GAACCT LG G)
ITS4 5 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)

MT52505.1

Eukanyoia FlS0sDOraceaE Atemana Ahemana alemata

Charactenzation

Infgrmation

PCR Primer Hame Primer Sequences
ITSE § (TCC STA GET GAA CCT GOE G} 3
ITS4 5 (TCC TOC GCT TAT TGA TAT GC} 3

Subject ldanitias.

Alternaria

ak 584 L 96 isp 04 SeesaT 99

== dlbmmeria sp gt MG 5 1)
STRARL cortig_L

- Absmars beraissinmalgs MBS0 3]

= AREMEFS SHEmats g MEIESEAT 1]

+ Abmmara abemats kg MGI5GE0E 11

=+ Akemeria berubssirmalor MRZ 20653 11

+ Abamira abarmsba o MTAEIEEE 11

- Abemera sp gt HHLOZIIN 1|

- Abemeria spgrMMESSER L]

- Abamaria ap (gt MMESSASE L]

= Collebotrichim b senaeel g MRASSANZ 11

s

.
[ s
8 b b s g B e e St e U o S e e e g e o g
e S e e e e

e 2 i s "oy e sl s it it e e g i e e Py,
A p——

BLASTN 2.13.0+

Reference:

Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000),
"A greedy algorithm for aligning DNA sequences",

7(1-2):203-14.

Database:

Nucleotide collection (nt)

86,584,084 sequences; 888,082,006,011 total letters

Query= STRAIN1 contig 1

Length=567

Sequences producing significant alignments:

MT482505.

MN955454.

MK386647.

MF495402.

MH102088.

1
1
1
1
1
1
1
1
1

Alternaria alternata isolate H9 small subunit ribosoma...
MK336453.1 Alternaria sp. 2 YHY-2018 strain Y. H. Yeh I0619 small...
Alternaria sp. isolate DL01L-9.14 small subunit riboso...
MN955453.1 Alternaria sp. isolate LDIT-1.15 small subunit ribosom...
MN220653.1 Alternaria tenuissima isolate NOU759 small subunit rib...
Alternaria alternata isolate TAG15L small subunit ribo...
Colletotrichum boninense strain LCM853.01 small subuni...
Alternaria sp. strain FP-027-B2 18S ribosomal RNA gene...

MG250608.1 Alternaria alternata isolate RG3 small subunit ribosom...

J Comput Biol 2000;

Score
(Bits)

1040

1040

1040

1040

[oNeoNeoNoNoNoNoNeoNe)

E

Value

[oNeoNeoNoNoNoNoNeNe)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&list_uids=10890397&dopt=Citation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT482505.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231843419768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK336453.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231543031505
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN955454.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231798120328
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN955453.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231798120327
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN220653.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231708596239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK386647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231729918684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF495402.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231395942129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH102088.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231585243777
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG250608.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231475998050

MHB864067.1 Alternaria tenuissima culture CBS:126072 strain CBS 12...

NR 163686.1 Alternaria alstroemeriae CBS 118809 ITS region; from

MH862797.
MK460969.
MK460964.
MK460944.
MK460794.
MK432746.
MK432742.
MK432736.
KY977546.
MEF767407.
MEF575850.
MF435129.
MF435090.
MF435063.
MF435050.
KY075667.
KX768144.
KX270745.
KU059951.
KU164017.
KR094438.
KM520362.
0OP445267.
KM215624.
KM215615.
KM246282.
OowWo87984.
OWo986627.
OwW984535.
OwW984533.
OW984532.
OowWo84464.
OwW983070.
ON413667.
ON413666.
ON413664.
ON413662.
ON413660.
ON413659.
EF504952.
OM048931.
MT818389.
MW880914.
KF731832.
MW729120.
MW729106.
MWw580400.
JN867438.
JX454533.
MW376492.
JQ936187.
JQ910882.
MW017709.
MT804603.
MT883437.
GU584946.
AY154682.
MT482506.
MK386645.
MH141276.
MF435161.
MF435123.
MF435081.
MEF435068.
ON705327.
ON226887.
MW880916.
MW729115.
MW729064.
MW729056.
MN912308.
MN615420.
MT573466.
MT573464.
MT548677.
MK972907.

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Uncultured
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Uncultured
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Uncultured
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria
Alternaria

gossypina culture CBS:102597 strain CBS 102...
sp. strain ISK3 9 small subunit ribosomal R...
sp. strain ISK3 2 small subunit ribosomal R...

sp. strain ISK1 11 small subunit ribosomal

arborescens strain CSK2 6 small subunit rib...
alternata isolate JAC13120 small subunit ri...
alternata isolate JAC12721 small subunit ri...
alternata isolate JAC12711 small subunit ri...

sp. isolate 103 LI.ST53.IZV1 small subunit

alternata isolate CF2.1B small subunit ribo...
alternata isolate DYT320 small subunit ribo...
sp. isolate ECU81 small subunit ribosomal R...
sp. isolate ECU42 small subunit ribosomal R...
arborescens isolate ECUL15 small subunit rib...
sp. isolate ECUl small subunit ribosomal RN...
alternata isolate 30 small subunit ribosoma...
arborescens isolate NAS-3 small subunit rib...
sp. isolate FAAl 18S ribosomal RNA gene, pa...
alternata isolate E-530.1 18S ribosomal RNA...
fungus clone S211T 11 18S ribosomal RNA gen...
sp. G326 18S ribosomal RNA gene, partial se...
sp. TIE 18S ribosomal RNA gene, partial seq...
sp. strain ZHKUCC22-0248 small subunit ribo...
sp. G57 18S ribosomal RNA gene, partial seq...
sp. G40 18S ribosomal RNA gene, partial seq...
arborescens isolate C3/05 18S ribosomal RNA...
arborescens genomic DNA sequence contains 1...
alternata genomic DNA sequence contains 18S...
arborescens genomic DNA sequence contains 1...
arborescens genomic DNA sequence contains 1...
arborescens genomic DNA sequence contains 1...
alternata genomic DNA sequence contains 18S...
arborescens genomic DNA sequence contains 1...
alternata isolate H67 small subunit ribosom...
alternata isolate H61 small subunit ribosom...
alternata isolate H75 small subunit ribosom...
alternata isolate H73 small subunit ribosom...
alternata isolate H66 small subunit ribosom...
alternata isolate H49 small subunit ribosom...
endophytic fungus clone 45-12-71 18S riboso...
sp. strain M56P4 small subunit ribosomal RN...
alternata isolate UM1272 small subunit ribo...
alternata isolate PPF-9 small subunit ribos...
alternata strain BL-7 18S ribosomal RNA gen...
sp. isolate C2 244-G12 579 small subunit ri...
sp. isolate C2 167-Al1 583 small subunit ri...
alternata isolate 3 small subunit ribosomal...
sp. KJ-2012 strain GZU-BCEC15-5 18S ribosom...
arborescens strain 42 18S ribosomal RNA gen...
sp. strain Yeh 0007 small subunit ribosomal...

arborescens strain C47.1 18S ribosomal RNA

fungus clone FE5 18S ribosomal RNA gene, pa...
alternata isolate LemidPRPacl9 small subuni...
alstroemeriae strain FNBRI HR1 small subun...
arborescens isolate iso2 small subunit ribo...
sp. I461 18S ribosomal RNA gene, partial se...
alternata 18S ribosomal RNA gene, partial s...
alternata isolate H10 small subunit ribosom...
alternata isolate CBL3 small subunit riboso...
alternata strain Y.H. Yeh V0401 small subun...
arborescens isolate ECU113 small subunit ri...
sp. isolate ECU75 small subunit ribosomal R...
arborescens isolate ECU33 small subunit rib...
sp. isolate ECU20 small subunit ribosomal R...
sp. XJ-2022c strain YMF1.07338 small subuni...
alternata strain T25 small subunit ribosoma...
alternata isolate PPF-11 small subunit ribo...
sp. isolate C2 199-A7 578 small subunit rib...
sp. isolate Cl1 239-D12 575 small subunit ri...
sp. isolate Cl1 180-B10_ 576 small subunit ri...
sp. isolate B51 small subunit ribosomal RNA...
alternata strain YZU 191238 18S ribosomal R...
tenuissima isolate 4 small subunit ribosoma...
alternata isolate 2 small subunit ribosomal...
alternata isolate F HDL 5 small subunit rib...
alternata strain BQSZ9 small subunit riboso...
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH864067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231473251123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163686.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231678639093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231473249853
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK460969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231564307765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK460964.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231564307760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK460944.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231564307631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK460794.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231564306953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK432746.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231561772498
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK432742.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231561772494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK432736.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231561772488
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY977546.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231185547976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF767407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231236774626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF575850.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231226072032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435129.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574982
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435090.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574943
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574916
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435050.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574903
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY075667.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231186384928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX768144.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231115568540
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX270745.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231042812681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU059951.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231040737171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU164017.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231008874679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR094438.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23930579754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM520362.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23739057627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP445267.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232303792099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM215624.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23721257845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM215615.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23721257763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM246282.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23717325446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW987984.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259531660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW986627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259527483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW984535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259517845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW984533.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259517843
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW984532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259517842
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW984464.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259517379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW983070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232259513037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413667.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393316
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413666.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413664.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413662.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413660.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON413659.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=50&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232234393308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF504952.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23154001983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM048931.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=52&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232170954945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT818389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231883355599
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW880914.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232022739803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF731832.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23566253558
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW729120.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232001817925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW729106.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232001817894
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW580400.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=58&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231976851262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN867438.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=59&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23403114294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX454533.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23406367458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW376492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231946551643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ936187.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=62&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23394997182
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ910882.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23390176177
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW017709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231905454403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT804603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231880404575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT883437.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231890359386
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU584946.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%23315435160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY154682.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%2332394860
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT482506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=69&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231843419769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK386645.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=70&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231729918682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH141276.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=71&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231372102959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=72&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214575014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435123.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=73&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435081.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF435068.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231214574921
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON705327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=76&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232250021976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON226887.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232222664185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW880916.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232022739805
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW729115.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=79&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232001817915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW729064.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=80&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232001817792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW729056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=81&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%232001817762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN912308.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=82&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231791077783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN615420.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231860244623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT573466.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=84&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231850683599
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT573464.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=85&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231850683597
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT548677.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231847666280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK972907.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231669301094
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>MT482505.1 Alternaria alternata isolate H9 small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete

sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=584

Score = 1040 bits (563), Expect 0.0
Identities = 566/567 (99%), Gaps = 1/567 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGC 60
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Sbjct 19  GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTIGCGGAGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGC 78
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK968038.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=88&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231666329045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK972909.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=89&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231669301096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK972908.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=90&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231669301095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK972906.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=91&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231669301092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK968044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=92&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231666329059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK968042.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=93&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231666329051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT495455.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=94&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231843801698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK805511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=95&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231840519657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT453271.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=96&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231840379205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN402464.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=97&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231836296164
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN341242.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=98&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231727530764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN341241.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231727530763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN341240.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231727530762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN341239.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=101&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231727530761
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT269274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=102&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231827280078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN547372.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=103&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231759341629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=104&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133282.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=105&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=106&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133263.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=107&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133262.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=108&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT133260.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=109&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231817977211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT089989.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=110&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231811151527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT089982.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=111&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231811151519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT035960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=112&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231807245713
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK336585.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=113&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231543031510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK336458.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=114&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231543031515
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK336623.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=115&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231543031466
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK336484.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=116&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231543031465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN944587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=117&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231797105066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN944586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=118&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231797105064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN944585.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=119&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231797105062
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN944584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=120&RID=
file:///C:/Users/pc/AppData/Local/Temp/Rar$EXa0.014/STRAIN1_contig_1_blastn.html%231797105060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN944583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=121&RID=
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6.3. Analisis descriptivo de variables: CAPITULO II. Ensayos a campo

Tabla 6.3.1. Area bajo la curva de progreso de la incidencia del tizon foliar.

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP 1 T1 MTIN 791,73 108,00 62,35 677,38 891,99
CAMP 1 T2 MTIN 277,90 11,55 6,67 270,77 291,22
CAMP 1 T3 MTIN 205,11 64,75 37,38 148,16 275,54
CAMP 1 T4 MTIN 221,36 34,08 19,68 192,04 258,75
CAMP 1 TS MTIN 174,43 10,36 5,98 163,21 183,62
CAMP 1 T6 MTIN 142,95 62,56 36,12 71,44 187,56
CAMP 1 T7 MTIN 187,24 71,80 41,45 111,21 253,88
CAMP 2 Tl MTIN 345,94 35,71 20,62 318,85 386,40
CAMP 2 T2 MTIN 241,92 46,52 26,86 209,71 295,26
CAMP 2 T3 MTIN 244,78 30,43 17,57 216,04 276,65
CAMP 2 T4 MTIN 168,83 41,61 24,02 135,26 215,38
CAMP 2 TS MTIN 179,09 33,68 19,45 155,76 217,71
CAMP 2 T6 MTIN 175,51 20,82 12,02 151,47 187,84
CAMP 2 T7 MTIN 157,41 16,12 9,31 139,53 170,83
Tabla 6.3.2. Area bajo la curva de progreso de la severidad del tizon foliar.

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 Tl MTSE 137,92 23,90 13,80 110,48 154,12
CAMP1 T2 MTSE 55,82 7,64 4,41 50,93 64,62
CAMP1 T3 MTSE 41,33 2,29 1,32 39,11 43,68
CAMP1 T4 MTSE 44,95 13,82 7,98 32,86 60,01
CAMP1 TS MTSE 22,81 18,39 10,62 1,68 35,22
CAMP1 T6 MTSE 33,78 11,57 6,68 24,15 46,61
CAMP1 T7 MTSE 33,93 14,03 8,10 18,24 45,27
CAMP2 Tl MTSE 63,91 1,34 0,77 62,97 65,45
CAMP2 T2 MTSE 37,86 20,23 11,68 22,21 60,70
CAMP2 T3 MTSE 35,98 7,49 4,33 30,85 44,58
CAMP2 T4 MTSE 22,70 3,15 1,82 19,19 25,26
CAMP2 TS MTSE 26,22 3,23 1,86 23,67 29,85
CAMP2 T6 MTSE 25,77 14,19 8,19 16,22 42,08
CAMP2 T7 MTSE 31,21 6,88 3,97 24,46 38,21

209



Tabla 6.3.3. Diametro basal del tallo a cosecha (mm).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 Tl DBT 19,31 0,65 0,37 18,94 20,06
CAMP1 T2 DBT 20,70 0,80 0,46 19,78 21,22
CAMP1 T3 DBT 23,30 1,88 1,09 21,28 25,00
CAMPI T4 DBT 22,02 0,56 0,32 21,44 22,56
CAMPI1 TS DBT 22,43 1,45 0,84 20,89 23,78
CAMPI1 T6 DBT 21,59 0,78 0,45 20,78 22,33
CAMPI1 T7 DBT 21,84 0,25 0,15 21,56 22,06
CAMP2 Tl DBT 22,24 2,22 1,28 20,44 24,72
CAMP2 T2 DBT 22,26 2,96 1,71 20,33 25,67
CAMP2 T3 DBT 21,78 1,06 0,61 20,67 22,78
CAMP2 T4 DBT 23,50 1,90 1,10 22,11 25,67
CAMP2 TS DBT 23,78 1,61 0,93 22,11 25,33
CAMP2 T6 DBT 22,92 1,32 0,76 22,00 24,44
CAMP2 T7 DBT 2426 1,58 0,91 22,56 25,67
Tabla 6.3.4. Altura de las plantas a cosecha (cm).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 Tl ALT 230,65 16,62 9,59 212,44 245,00
CAMP1 T2 ALT 235,00 11,84 6,84 226,67 248,56
CAMP1 T3 ALT 245,24 17,32 10,00 227,50 262,11
CAMP1 T4 ALT 226,77 7,77 4,48 220,44 235,44
CAMP1 TS ALT 233,33 13,64 7,87 219,22 246,44
CAMP1 T6 ALT 225,96 12,17 7,02 213,67 238,00
CAMPI1 T7 ALT 219,63 2,44 1,41 218,22 222,44
CAMP2 T1 ALT 273,89 14,95 8,63 264,33 291,11
CAMP2 T2 ALT 276,23 15,04 8,69 266,56 293,56
CAMP2 T3 ALT 268,63 4,95 2,86 265,44 274,33
CAMP2 T4 ALT 283,04 9,59 5,54 274,78 293,56
CAMP2 T5 ALT 282,37 4,50 2,60 278,56 287,33
CAMP2 T6 ALT 276,41 7,89 4,55 267,67 283,00
CAMP2 T7 ALT 282,78 4,99 2,88 278,67 288,33
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Tabla 6.3.5. Largo de panoja (cm).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 T1 LP 48,41 2,51 1,45 45,56 50,28
CAMP1 T2 LP 50,35 2,96 1,71 47,06 52,78
CAMP1 T3 LP 53,54 4,53 2,62 48,33 56,61
CAMP1 T4 LP 53,79 5,12 2,96 49,44 59,44
CAMPI1 TS LP 49,81 0,35 0,20 49,61 50,22
CAMPI1 T6 LP 50,52 2,70 1,56 47,89 53,28
CAMPI1 T7 LP 59,02 6,80 3,92 51,17 62,94
CAMP2 T1 LP 54,33 2,11 1,22 52,22 56,44
CAMP2 T2 LP 55,70 2,34 1,35 53,11 57,67
CAMP2 T3 LP 57,59 491 2,84 52,44 62,22
CAMP2 T4 LP 58,78 1,31 0,76 57,67 60,22
CAMP2 TS LP 59,78 3,45 1,99 56,33 63,22
CAMP2 T6 LP 58,37 1,83 1,06 56,56 60,22
CAMP2 T7 LP 56,48 4,11 2,37 54,00 61,22
Tabla 6.3.6. Rendimiento en materia verde.

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 Tl MV 4528,67 206,39 119,16 4330 4742
CAMP1 T2 MV 4757,67 479,49 276,83 4390 5300
CAMP1 T3 MV 5391,67 989,63 571,36 4300 6230
CAMP1 T4 MV 4918,67 492,15 284,14 4362 5296
CAMP1 TS MV 4892,00 668,41 385,91 4306 5620
CAMP1 T6 MV 4437,00 741,69 428,22 3636 5100
CAMP1 T7 MV 4903,33 758,31 437,81 4050 5500
CAMP2 T1 MV 5458,00 872,11 503,51 4744 6430
CAMP2 T2 MV 5521,67 1045,99 603,91 4821 6724
CAMP2 T3 MV 5315,67 322,72 186,32 5000 5645
CAMP2 T4 MV 6039,33 177,13 102,26 5850 6201
CAMP2 T5 MV 5635,33 615,26 355,22 4925 6001
CAMP2 T6 MV 5736,33 525,72 303,52 5300 6320
CAMP2 T7 MV 6247,67 734,54 424,09 5530 6998
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Tabla 6.3.7. Rendimiento en materia seca (g).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 T1 MS 705,67 72,57 41,90 635 780
CAMP1 T2 MS 767,00 101,47 58,59 650 831
CAMP1 T3 MS 892,00 94,49 54,56 820 999
CAMP1 T4 MS 873,67 71,28 41,16 815 953
CAMP1 T5 MS 903,33 15,28 8,82 890 920
CAMP1 T6 MS 770,67 75,39 43,53 705 853
CAMP1 T7 MS 852,00 61,83 35,70 810 923
CAMP2 T1 MS 666,57 65,65 37,90 605,5 736,0
CAMP2 T2 MS 844,53 134,15 77,45 754,4 998,7
CAMP2 T3 MS 832,13 23,71 13,69 807,2 854.,4
CAMP2 T4 MS 972,00 57,66 33,29 908,2 1020,4
CAMP2 T5 MS 1002,23 102,77 59,33 930,7 1120,0
CAMP2 T6 MS 791,00 127,01 73,33 679,0 929.,0
CAMP2 T7 MS 858,83 151,97 87,74 741,5 1030,5
Tabla 6.3.8. Poder germinativo de las semillas (%).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP1 T1 PG 58,22 1,39 0,80 56,67 59,33
CAMP1 T2 PG 61,11 2,04 1,18 59,33 63,33
CAMP1 T3 PG 73,56 1,54 0,89 72,67 75,33
CAMP1 T4 PG 67,78 3,08 1,78 66,00 71,33
CAMP1 TS5 PG 64,44 7,07 4,08 58,00 72,00
CAMP1 T6 PG 81,56 4,82 2,79 76,00 84,67
CAMP1 T7 PG 82,22 2,04 1,18 80,00 84,00
CAMP2 T1 PG 59,56 4,68 2,70 54,67 64,00
CAMP2 T2 PG 64,44 6,81 3,93 56,67 69,33
CAMP2 T3 PG 81,11 2,14 1,24 78,67 82,67
CAMP2 T4 PG 73,89 2,91 1,68 70,67 76,33
CAMP2 T5 PG 69,33 5,81 3,36 65,33 76,00
CAMP2 T6 PG 87,11 2,34 1,35 84,67 89,33
CAMP2 T7 PG 90,22 2,04 1,18 88,00 92,00
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Tabla 6.3.9. Incidencia de Alternaria ssp. en semillas (%).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Max
CAMP 1 Tl IA 38,67 2,91 1,68 35,33 40,67
CAMP 1 T2 IA 35,78 3,67 2,12 33,33 40,00
CAMP 1 T3 IA 20,22 2,14 1,24 18,67 22,67
CAMP 1 T4 IA 28,89 3,29 1,90 26,67 32,67
CAMP 1 T5 1A 33,78 7,38 4,26 26,00 40,67
CAMP 1 T6 IA 16,67 3,46 2,00 14,67 20,67
CAMP 1 T7 1A 13,78 3,08 1,78 12,00 17,33
CAMP 2 Tl IA 38,00 3,71 2,14 34,00 41,33
CAMP 2 T2 IA 34,22 4,53 2,62 30,67 39,33
CAMP 2 T3 IA 18,89 2,14 1,24 17,33 21,33
CAMP 2 T4 IA 26,11 2,91 1,68 23,67 29,33
CAMP 2 T5 IA 30,67 5,81 3,36 24,00 34,67
CAMP 2 T6 IA 12,89 2,34 1,35 10,67 15,33
CAMP 2 T7 IA 9,78 2,04 1,18 8,00 12,00

Tabla 6.3.10. Peso de 1000 semillas (g).

CAMP TRAT Variable Media D.E. E.E. Min Miax
CAMP 1 Tl PM 0,78 0,05 0,03 0,75 0,84
CAMP 1 T2 PM 0,85 0,06 0,03 0,80 0,91
CAMP 1 T3 PM 0,91 0,03 0,01 0,89 0,94
CAMP 1 T4 PM 0,90 0,02 0,01 0,89 0,92
CAMP 1 T5 PM 0,94 0,01 0,01 0,93 0,95
CAMP 1 T6 PM 0,89 0,07 0,04 0,85 0,97
CAMP 1 T7 PM 0,93 0,03 0,02 0,89 0,95
CAMP 2 Tl PM 0,67 0,01 3,30E-03 0,67 0,68
CAMP 2 T2 PM 0,77 0,03 0,02 0,74 0,79
CAMP 2 T3 PM 0,78 0,02 0,01 0,76 0,80
CAMP 2 T4 PM 0,84 0,09 0,05 0,74 0,92
CAMP 2 T5 PM 0,80 0,06 0,03 0,75 0,86
CAMP 2 T6 PM 0,74 0,05 0,03 0,70 0,79
CAMP 2 T7 PM 0,78 0,04 0,02 0,74 0,82

TRAT: tratamientos, T1 a T7: tratamiento 1 a tratamiento 7; MTIN: Area bajo la Curva de
progreso de la incidencia del tizon foliar; MTSE: Area bajo la Curva de progreso de la severidad
del tizon foliar; ALT: Altura de planta a cosecha; LP: Largo de panoja; REN: Rendimiento en
semillas/m’; MV: Materia fresca/m”; MS: Materia seca/m’; PG: Poder germinativo de semillas;
IA1: Incidencia de Alternaria spp. en semillas; PM: Peso de 1000 semillas.
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