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Resumen

La floricultura es una actividad intensiva que coexiste con la horticultura en dreas periurbanas.
En Argentina hay 2.500 ha destinadas a esta produccidn, 25 % de las cuales se realizan bajo
invernadero, con alta dependencia de fungicidas, fertilizantes y reguladores de crecimiento que
pueden contaminar el ambiente. El Instituto de Floricultura INTA ha generado 29 variedades
ornamentales con germoplasma nativo. Calibrachoa es un género emparentado con Petunia del
que se han obtenido las variedades Pampa Salmdn, Overd Fucsia INTA e INTA 06575.
Nierembergia es otro género Solanaceo ornamental. La produccion en contenedores es muy
afectada por hongos de suelo. Trichoderma es un género con aptitudes tanto para la proteccion
contra fitopatdégenos como para la promocion del crecimiento vegetal. Como alternativas para
el manejo integrado de enfermedades, se encuentran el uso de genotipos resistentes que podria
complementarse aplicaciones de hongos benéficos y quitosano. Los objetivos de este trabajo
fueron: a) aislar hongos asociados a pudriciones basales y comprobar su patogenicidad; b)
obtener aislados rizosféricos de Trichoderma spp., evaluar su capacidad antagénica frente a los
patégenos principales, caracterizar los mecanismos de accidn, evaluar su capacidad para
promover el crecimiento vegetal y desarrollar técnicas de multiplicacion del inéculo sobre
sustratos solidos; c) evaluar la eficiencia del quitosano para el control de los patégenos de suelo
en estudio y su compatibilidad con cepas de Trichoderma sp. preseleccionadas; d) comparar el
comportamiento de las distintas variedades frente a la infeccion por los fitopatégenos de suelo
prevalentes y; e) ensayar estrategias de integracién combinando: variedad-Trichoderma. Entre
mayo de 2017 y octubre de 2019 se colectaron calibrachoas con pérdida de turgencia y clorosis.
En todos los casos se obtuvieron aislados fungicos, de los cuales el 80 % pertenecio al género
Fusarium, el 10 % a Sclerotinia y el 10 % a Rhizoctonia. De los nueve aislados de Fusarium, cinco
fueron identificados como F. oxysporum, tres como F. proliferatum y uno como F. fujikuroi. Su
comportamiento frente a las distintas variedades de calibrachoa fue muy diverso. INTA IF-535
(F. proliferatum) fue constante en la generacion de dafios aéreos y radicales y en la disminucion
del peso seco radical. INTA IF-536 (F. proliferatum) también caus6 importantes dafios en la parte
aérea y radical y disminuyd el peso aéreo y radical. INTA IF-559, INTA IF-566 e INTA IF-567 (F.
oxysporum) produjeron dafios aéreos o radicales de menor magnitud. F. proliferatum INTA IF-
534,535y536y F. oxysporum INTA IF-559 se comportaron, ademads, como patdgenos de petunia
mientras que F. oxysporum INTA IF-559 y 566 fueron patégenos de nierembergia. Sclerotinia
sclerotiorum INTA IF-533 fue capaz de infectar nierembergia y petunia sin causar enfermedad
en tomate y coral. Ceratobasidium sp. AG-A INTA IF-568 afectd a nierembergia sin generar dafios

en petunia, tomate y coral. En octubre de 2019, plantas de calibrachoa desarrollaron manchas



foliares de color marrdn, irregulares, mas frecuentes en las hojas basales. El patégeno se
identific6 como Nigrospora oryzae INTA IF-540. Por otro lado, de muestras de suelo rizosférico
de calibrachoa provenientes de distintas zonas del pais, se obtuvieron 38 aislados de
Trichoderma sp. Con 31 de ellos se realizaron evaluaciones in vitro e in vivo frente a F.
proliferatum INTA IF-535 y 536. Los aislados INTA IF-549, 612,613, 614 y 630 sobresalieron como
controladores in vitro, INTA IF-613 y 630 como controladores in vivo, INTA IF-549, 612, 613, 614
y 630 por su capacidad para colonizar un sustrato comercial e INTA IF-613 por la promocion de
crecimiento de calibrachoa. Los aislados INTA IF-549, 612 y 630 presentan homologia con
Trichoderma longibrachiatum e INTA IF-613 y 614 con T. koningiopsis. El comportamiento de las
variedades de calibrachoa frente a F. proliferatum fue variado. La mas resistente (mayor peso
seco de las raices y menor severidad de dafo aéreo) fue Pampa Salmoén-INTA. En cuanto al
quitosano, el pH influyd en su actividad. A pH 4 inhibi6 el crecimiento de Sclerotium rolfsii, a pH
6 inhibio el de S. sclerotiorum y disminuyd el de S. rolfsii, F. oxysporum y Rhizoctonia solani. En
relacidon con su compatibilidad con los aislados de Trichoderma, en lineas generales no inhibid
el crecimiento. En sintesis, este trabajo permitié conocer las enfermedades mas prevalentes en
el cultivo de calibrachoa y determinar la patogenicidad de los microorganismos sobre
calibrachoa, nierembergia y petunia. A partir de la caracterizacion de la agresividad de los
aislados y la respuesta de los cultivares se obtuvo informacion atil para planteos con diferente
presion de enfermedad. Se determind la capacidad del quitosano para el biocontrol y su
inocuidad sobre Trichoderma sp. Se aislaron y categorizaron cepas de Trichoderma con
6actividad de biocontrol y promocion del crecimiento de calibrachoa que pueden ser una

herramienta clave para disminuir el uso de insumos quimicos en las producciones floricolas.
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1. Introduccion



1.1. Antecedentes

La floricultura es una actividad intensiva que coexiste con la horticultura en areas periurbanas.
En Argentina hay 2.500 ha destinadas a esta produccion, 25 % de las cuales se encuentran en
invernadero (1.700 ha en La Plata y la periferia bonaerense). El 58 % del area floricola nacional
se ubica en Buenos Aires, el 12 % en Santa Fe, el 6,8 % en Corrientes y el 22 % en el resto del
pais (Morisigue et al., 2013). Los datos censales indican la existencia de un gran componente de
floricultores de tipo familiar, que trabajan y residen en los establecimientos. En estas areas
productivas la interfase urbano rural no estd claramente definida y genera gran cercania entre
los cultivos y las viviendas.

A escala global, las exportaciones de flores, follaje, plantas y bulbos de flores fueron por 8.500
millones de ddlares en 2001, 21.100 millones de ddlares en 2011 y 20.600 millones de ddlares
en 2013 (van Rijswick, 2015). En el afio 2019 el valor de las exportaciones ascendié a 38.400
millones de ddlares con una tasa de incremento promedio anual de alrededor del 10 %. Los
principales paises exportadores son Holanda (44 %), Colombia (6,9 %), Alemania (5,3 %), Italia
(4,7 %), Ecuador (4,5 %), Kenia (4,2 %), Bélgica (3,1 %), Espafia (2,5 %), China (2,2 %) y Estados
Unidos (2,1 %). Estos diez paises concentran el 80 % de las exportaciones mundiales de
productos floricolas (United Nations Comtrade Database, 2020). La contribucidn de la Argentina
corresponde al 0,017 % mundial; con el mercado interno como destino principal.

La produccion floricola se desarrolla con alta dependencia de fungicidas, fertilizantes vy
reguladores de crecimiento que pueden permanecer en los suelos o ser movilizados a través del
aire y el agua (Sequinatto et al., 2013) y asi contaminar el ambiente (Wightwick et al., 2010).
Esta actividad se realiza bajo una modalidad que utiliza elevada cantidad de fitosanitarios de
diversa peligrosidad. En La Plata (Buenos Aires) se registraron 58 agroquimicos diferentes y el
58 % de los productores utilizaron al menos un producto de las categorias toxicoldgicas | y Il
(extremadamente toxicos y altamente téxicos respectivamente) (Sarandon et al., 2015). El uso
inadecuado de estos productos puede ser riesgoso para la salud de los productores vy
trabajadores, sus familias y el entorno (Querejeta et al., 2012). El manejo sobre bases
agroecoldgicas (Altieri, 1987) constituiria una estrategia para disminuir este dafio ya que
propicia entre otras practicas el uso de productos de baja toxicidad e impacto ambiental, en
especial bioinsumos.

En relacién con las especies cultivadas, la escasa disponibilidad y diversidad de variedades
ornamentales adaptadas a las condiciones locales y la preponderancia de material genético
mejorado en el exterior (a menudo con germoplasma argentino) generan dificultades de manejo

ademas de elevados costos por el pago de regalias. Con el objetivo de aportar soluciones a este
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problema, en el Instituto de Floricultura INTA se generaron 29 variedades ornamentales con
germoplasma nativo que se hallan inscriptas en el Registro Nacional de Cultivares (INASE, 2022).
El género Petunia (Solanaceae) tiene preponderancia en la floricultura internacional.
Calibrachoa es un género emparentado (Greppi et al., 2013) del que se han generado las
variedades Pampa Salmén y Overa Fucsia INTA para el mercado local y Superbells Garden Rose
(en Argentina INTA 06575) destinada al mercado norteamericano (Figura 1.1). También estan
registradas las variedades Luna INTA JICA, Estrella INTA JICA, Nieve INTA y Cielo INTA del género
Nierembergia (Solanaceae) (Figura 1.2). Como resultado de ensayos de comportamiento de las
variedades en diferentes territorios se obtuvieron datos alentadores en las dreas de
incumbencia de las Estaciones Experimentales Agropecuarias Bariloche (San Martin de los
Andes, El Bolson), Famailld y San Pedro. Estas variedades pertenecen al grupo de los “plantines

florales” cultivados y comercializados en macetas (Figura 1.3).

Figura 1.1. Variedades de calibrachoa. A) Pampa Salmén INTA en maceta; B) Overd Fucsia INTA en
maceta; C) Superbells Garden Rose en maceta; D) Detalle de flor de Pampa Salmdn INTA; E) Detalle de
flor de Overd Fucsia INTA; F) Detalle de flor de Superbells Garden Rose.

Calibrachoa Cerv. es un género neotropical de Solanaceae perteneciente al clado Petunieae.
Comprende 27 especies que crecen predominantemente en areas abiertas del sur de América
del Sur (Fregonezi et al., 2012). La mayoria se encuentra en Brasil (Stehmann y Greppi, 2011) y
12 de ellas crecen en Argentina, principalmente en el este de la region mesopotamica (Stehmann

y Greppi, 2011; Fregonezi et al., 2012; Greppi et al., 2013). Las calibrachoas (Calibrachoa
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hybrida) se caracterizan por una profusa produccion de flores de colores vivos durante la
primavera y el verano (Borrelli et al., 2022). Este género ornamental tiene una importancia
creciente debido a la existencia de muchas variedades exitosas para cultivar en interiores en
contenedores o plantar en el jardin y el paisaje (Facciuto et al., 2009).

El género Nierembergia (Solanaceae) comprende alrededor de 20 especies, todas ellas nativas
de Sudamérica, excepto una de origen mejicano. En la Argentina habitan 15 especies en zonas
subtropicales desde el nivel del mar hasta la alta montana a 3500 m.s.n.m. (Cocucci y Hunziker,
1995). Las provincias de Catamarca y Tucuman son las que presentan mayor diversidad de
especies (Cocucci, 1991). La mayoria de ellas tiene valor ornamental por sus flores moradas o
blancas y su largo periodo de floracién (Shizukawa y Mii, 1997). Muestra escasa variabilidad en
cuanto a forma y color de la flor, pero presenta un excelente comportamiento en condiciones
de cultivo, con baja susceptibilidad a plagas y enfermedades. Otro aspecto interesante de este
género es que, aunque perenne, tiene caracteristicas de ciclo anual (Soto, 2007). Como plantas
espontaneas algunas especies tienen un aspecto negativo porque pueden ser tdxicas para el
ganado; otro factor destacable es el contenido de cardendlidos con actividad antitumoral de uso

potencial farmacoldgico (Buschi y Pomilio, 1987; Gil et al., 1995; Hunziker, 2001).

Figura 1.2. Variedades de nierembergia en maceta. A) Luna INTA JICA; B) Estrella INTA JICA; C) Nieve
INTA; D) Cielo INTA; E) Detalle de flor de Luna INTA JICA; F) Detalle de flor de Estrella INTA JICA; G)
Detalle de flor de Nieve INTA y H) Detalle de flor de Luna INTA JICA.

El género Petunia (Solanaceae) fue establecido por Jussieu (1803) con las especies tipo P.
parviflora y P. nyctaginiflora. El hibrido Petunia x hybrida Vilmorin es una de las plantas
ornamentales mas conocidas y cultivadas en todo el mundo (Stehmann et al., 2009).

Actualmente se conocen 14 especies en el género Petunia, distribuidas, con excepcién de P.
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mantiqueirensis Ando & Hashimoto, en la regién subtropical del sur de América del Sur
(Stehmann et al., 2009; Greppi et al., 2019). Segun Stehmann et al. (2009) se conocen
principalmente dos centros de origen del género, uno en zonas altas del sur de Brasil, en el norte
de Rio Grande do Sul y Santa Catarina, y el otro en zonas bajas, incluida la regién pampeana al
sur del estado de Rio Grande do Sul. En Argentina se reconocen siete especies: P. patagdnica
Millan, P. axilaris Britton, Sterns y Poggenburg, complejo P. integrifolia Schinz y Thellung, P.
inflata Fries, P. interior Ando y Hashimoto, P. occidentalis Fries y P. correntina Greppi y
Stehmann (Stehmann y Greppi, 2013; Greppi et al., 2019) (Figura 1.4). En la naturaleza, las
especies de Petunia son en su mayoria anuales con tallos herbaceos vy flores violetas, blancas,
rojas o rosadas (Stehmann et al., 2009).

El uso de materiales mejorados de la flora nativa presenta un interés creciente por su capacidad
de adaptacion al ambiente (Franco et al., 2006). Sin embargo, la produccién en contenedores es
muy afectada por las condiciones del sustrato, con alta incidencia de enfermedades ocasionadas
por hongos de suelo. Sobre Petunia x hybrida se reportaron podredumbres basales ocasionadas
por Rhizoctonia solani (Wright et al., 2004) y Fusarium oxysporum (Wright et al., 2007). Sobre
Calibrachoa hybrida se observé podredumbre de raices causada por Fusarium sp. (Rivera et al.,
2015). El conocimiento mds profundo de la problematica fitosanitaria es la base para la
planificaciéon del manejo de los cultivos. Se espera que las variedades generadas a partir de

germoplasma local presenten diferentes grados de resistencia a patdgenos.

Figura 1.3. Variedades de calibrachoa creciendo en macetas de cultivo (Foto: Juan Carlos Hagiwara).
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Figra 1.4. Petuni correni. A) Pant creciendo a ca:po; B) Detalle d flor. (Foto: Julian Greppi).
En relacién con el control biolégico de enfermedades, en Argentina se realizaron numerosos
estudios (Rivera y Wright, 2014), algunos orientados a la floricultura (Boschi et al., 1996; Wright
etal., 1996; Lori et al., 1998b,c; Sillon et al., 1998; Wolcan et al., 1998; Sillon y Falico 1999; Sillon
et al.; 2000; Benva et al., 2004; Lori et al., 2004; Wright et al., 2013) pero pocos evaluados a
nivel productivo (Lori et al., 1998a; Bompadre et al., 2001; Rivera et al., 2002; Orecchia y Matoff,
2003; Yossen et al., 2004; Petrone et al., 2006, Cuellas et al., 2011; Cuellas y Fernandez, 2012).
Es necesario basarse en la experiencia existente para ampliarla y asi generar tecnologias
sostenibles de manejo fitosanitario en los establecimientos floricolas.

El SENASA es el organismo responsable de la inscripcién de productos para el agro en Argentina.
El registro de insumos para la proteccién vegetal debe cumplir las pautas establecidas por el
Manual de Procedimientos, Criterios y Alcances para el Registro de Productos Fitosanitarios por
Res. 350/99 (SEAGyP, 1999). El conocimiento de los mecanismos de antagonismo (Mondino y
Vero, 2006) que caracterizan a un biocontrolador es una informacién basica para el proceso de
registro. Los biocontroladores pueden presentar también actividad como estimuladores de Ia
germinacidn, del crecimiento y del desarrollo vegetal a partir de la liberacién de las hormonas
relacionadas con tales funciones (auxinas, giberelinas y citoquininas) (Altomare et al., 1999; Vera
et al., 2002; Howell, 2003). Ademds, poseen mecanismos para otorgar resistencia a estreses
bidticos y abidticos (Howell, 2003). Por otro lado, la capacidad de numerosos biocontroladores
para descomponer materia organica y solubilizar fosfatos facilita la disponibilidad de nutrientes
para los cultivos (Howell, 2003; Godeas, 2007). Es importante destacar que la inscripcion de
productos biofertilizantes establecido por el Decr. Ley 5769/59 (SENASA, 1959) presenta menos
requerimientos que la de bioprotectores regulado por el Decr. Ley 3489/58 (SENASA, 1958).

Una vasta bibliografia evidencia la actividad de antagonistas bacterianos y fungicos que a través
de variados mecanismos controlan importantes patégenos de plantas (Whipps, 2001).

Trichoderma es un género flngico con aptitudes tanto para la proteccidn contra fitopatégenos
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como para la promociéon del crecimiento vegetal (Elad et al., 1981), es ubicuo, frecuente en
suelos (Harman et al., 2004) e inocuo para otros organismos benéficos (Saba et al., 2012). La
produccién en masa de cepas de Trichoderma se ha vuelto el foco de la investigacién sobre
alternativas de manejo fitosanitario (Parkash y Saikia, 2015). El trisilicato de magnesio,
determinadas arcillas (caolinita, bentonita), la lignita y la turba son los soportes mas utilizados
para la multiplicacién del indculo (Sathiyaseelan et al., 2009). También, la fermentacién sobre
sustratos sdélidos de bajo costo podria ser una forma eficiente y accesible de generar inéculo, en
especial para productores familiares. En pocos casos se avanzd en la investigacién hasta los
procesos finales de desarrollo e inscripcidn de productos biolégicos en nuestro pais. Es asi como
en los registros de SENASA (2022) figuran solo ocho formulados de Trichoderma como
fitosanitarios (para el control de hongos de suelo) y otros ocho como fertilizantes bioldgicos, no
todos aplicables en floricultura, la mayoria correspondiente a desarrollos foraneos.

En la busqueda de alternativas para el manejo integrado de enfermedades, podria considerarse
al uso de quitosano como complemento de las aplicaciones de hongos benéficos. Se trata de un
heteropolisacdrido proveniente de la desacetilacidn de la quitina, abundante en la naturaleza y
subproducto de la industria pesquera como parte del exoesqueleto de los crustaceos. Este
biopolimero posee actividad antimicrobiana (Cretoiu et al., 2013) y puede ser compatible con
cepas de Trichoderma (Chittenden y Singh, 2009). Existen escasos antecedentes en el pais sobre
su evaluacién como bioprotector, ninguno relacionado con la floricultura, con excepcion de los
estudios in vitro realizados por Grisancich (2019) con hongos de suelo patégenos de
ornamentales. Se lo utilizd para el control de podredumbres poscosecha de zapallo (Cifone et
al., 1999, 2001), de poblaciones bacterianas en lechuga (Gofi et al., 2010) y de la infeccion por
Alternaria alternata en tomate (Yommi et al., 2005), y en la preservacion poscosecha de peras
(Rodriguez et al., 1999). En los registros de fitosanitarios (SENASA, 2022) hay una inscripcion de
este principio activo como fitorregulador, que a su vez se encuentra aprobado para su uso en
establecimientos organicos, mientras que no existe ninguna inscripcion como fertilizante. La
compatibilidad de Trichoderma con otros insumos, por ejemplo quitosano, depende de la cepa
(Khan y Shahzad, 2007) y debe evaluarse en cada caso.

En un sistema productivo, el manejo de las enfermedades de las plantas debe ser abordado de
manera integral con otros factores como el ambiente, el cultivar y la fertilizacion (Pérez y Gepp,
2002), con la sostenibilidad como eje. Especialmente en cultivos periurbanos, una tecnologia de
manejo sanitario basada en el aprovechamiento de flora nativa (vegetal y microbiana), la
minimizacién del uso de quimicos de sintesis y la aplicacién de microorganismos benéficos

permitira lograr calidad en un esquema sostenible de produccion floricola.
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La presente tesis fue estructurada en capitulos que contienen la introduccién, los materiales y
métodos, los resultados y discusidn, y las conclusiones parciales. El capitulo 2 estd orientado a
la identificacién de los hongos patégenos del cultivo de calibrachoa presentados de mayor a
menor prevalencia e incluye avances sobre determinaciones en otras solanaceas. El capitulo 3
estd destinado al aislamiento, la seleccién y la caracterizacién de hongos biocontroladores de
Fusarium spp. y promotores del crecimiento de calibrachoa. Por ultimo, en el capitulo 4 se
estudia la actividad fungicida del quitosano y su compatibilidad con las cepas de
biocontroladores. Ademas, se presenta el estudio del comportamiento de tres variedades
comerciales de calibrachoa frente a enfermedades y la integracion de las practicas mencionadas.
Se exponen las conclusiones generales en el capitulo 5y por ultimo, el detalle de las mediciones

y los analisis estadisticos en el capitulo 6.

1.2. Objetivos

Este trabajo plantea mejorar la calidad de la produccién floricola mediante el manejo de Ila
sanidad de Solandceas ornamentales con practicas eco compatibles. Los objetivos especificos
son:

e Aislar hongos asociados a pudriciones basales y comprobar su patogenicidad,
determinando la importancia de las enfermedades que ocasionan.

e Comparar el comportamiento de las distintas variedades frente a la infeccién por los
fitopatdgenos de suelo prevalentes.

e Obtener aislados rizosféricos de Trichoderma spp., evaluar su capacidad antagdénica
frente a los patdgenos principales, caracterizar los mecanismos de accién y evaluar
técnicas de multiplicacién del indculo de Trichoderma sp. sobre sustratos sélidos.

e Evaluar la eficiencia del quitosano para el control de los patégenos de suelo en estudio,
poniendo a prueba distintas dosis y su compatibilidad con cepas de Trichoderma sp.
preseleccionadas.

e Ensayar estrategias de integracidn combinando: variedad-Trichoderma-quitosano.

Se da énfasis a los estudios sobre Calibrachoa hybrida y se complementa con evaluaciones sobre

Nierembergia sp. y Petunia sp.

1.3. Hipétesis

e Mediante la integracion de practicas de manejo eco-compatibles es posible mejorar la

calidad de la actividad floricola y la salud de productores y ambiente.
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Las Solanaceas, Calibrachoa sp., Nierembergia sp. y Petunia sp. son susceptibles a
infecciones basales causadas por hongos del suelo.

Cepas rizosféricas del género Trichoderma pueden presentar actividad antagdnica
frente a los patégenos de suelo con diversidad de mecanismos de accién, pudiendo
desarrollar sobre determinados sustratos sélidos.

El quitosano presenta potencial para el control de hongos de suelo y su uso puede ser

compatible con la aplicacién de cepas de Trichoderma sp.
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2. Hongos patogenos
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2.1. Fusarium spp.

2.1.1. Introduccion

Fusarium Link es un género de hongos filamentosos hialinos (Link, 1809) incluido en la lista de
los diez hongos fitopatégenos con gran importancia tanto econédmica como cientifica (Dean et
al., 2012). Pertenece al filo Ascomycota, orden Hypocreales y familia Nectriaceae (Bahadur,
2021). Las especies se caracterizan por su rapido crecimiento, producen colonias planas, lanosas
a algodonosas, pdlidas o brillantes. La coloracion de las colonias es blanca, crema, salmodn,
amarilla, roja, violeta o rosa y el reverso de las placas puede no presentar coloracion o tefiirse
de rojo, purpura oscuro o marrén (Rifai et al., 2015). A pesar de que este género exhibe gran
diversidad en sus atributos morfoldgicos, fisiologicos y ecoldgicos (Zemankova y Lebeda, 2001)
todas las especies tienen una caracteristica taxondmica en comun: la produccién de
macroconidios de formas distintivas, multiseptados, con células apicales y basales puntiagudas,
estas Ultimas generalmente con forma de pie. Algunas especies pueden formar microconidios
aseptados o con un septo, o clamidosporas (Booth, 1971; 1984) que les permiten resistir
condiciones adversas y persistir en el suelo sin el hospedante (Gordon, 1960; Dusengemungu,
2021). Algunas especies tienen un estado teleomoérfico (Booth, 1981). Fusarium es conocido en
el mundo por su amplia distribucién y su rango de hospedantes y es también importante en la
descomposicion de materia organica en distintos ecosistemas. Se encontraron especies en
diversos nichos ecoldgicos en la mayoria de las regiones del mundo (Burgess et al., 1996) desde
la tundra Artica y regiones Subantarticas (Kommedahl et al., 1988; Lori et al., 1999) hasta los
bosques tropicales humedos (Brayford, 1993; Zemankova y Lebeda, 2001); algunas se
encuentran en agua dulce y otras son parasitas de hongos o cochinillas (Burgess, 1981),
humanos y animales domésticos (Leslie y Summerell, 2006). La temperatura es probablemente
uno de los factores climaticos mas determinantes de la distribucion geografica de Fusarium spp.
(Lori et al., 1999), cuya amplitud dificulta la determinacién de un centro de origen, denota su
antigiedad y permite postular la hipdtesis de su aparicion relativamente temprana en la
evolucion de los Ascomycota. La diversidad de caracteristicas morfoldgicas y relaciones
filogenéticas en el género es consistente con esta hipdtesis (Summerell et al., 2010). De acuerdo
con la escala de tiempo establecida por Taylor y Berbee (2006), la edad minima del género
podria ser 110, 250 o 420 millones de afios (Summerell et al., 2010).

Fusarium incluye algunas de las especies de patdgenos vegetales mas importantes y destructivas

y afecta a la agricultura intensiva y extensiva a nivel mundial. Pueden atacar en forma individual
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o0 junto con otros patdgenos fungicos de plantas o nematodos. Pueden también ser patégenos
secundarios de tejidos vegetales estresados por factores abidticos o bidticos (Brayford, 1993).
Hay especies productoras de micotoxinas; las cepas de climas frios son mas toxigénicas que las
de climas cdlidos (Abbas et al., 1987). Algunas especies se reconocen cada vez mas como
patdgenas de los seres humanos (Summerell et al., 2010). Por todo lo expuesto, el género
Fusarium puede representar una amenaza para la salud de las plantas, los animales y la
seguridad alimentaria (O’Donnell et al., 2013). El 80 % de las especies de plantas presentan una
o mas enfermedades ocasionadas por Fusarium (American Phytopathological Society, 2022).
Entre las especies mas conocidas por su potencial destructivo se encuentran F. graminearum
(Schwabe) y F. oxysporum (Schltdl.), incluidas entre los diez principales patdégenos (Summerell,
2019). Las enfermedades inducidas son bastante variadas al igual que su severidad y pueden
incluir pudriciones de raices o tallos, cancros, marchitamientos, pudriciones de frutos o semillas
y necrosis de las hojas (Leslie y Summerell, 2006). Malihipour y Gilbert (2012) indican que
diferentes especies o aislados de Fusarium muestran una gran variacion en sus caracteristicas
filogenéticas, patrones de quimiotipos y patogenicidad/agresividad, lo que puede tener un gran
impacto en su interacciéon con el hospedante. La agresividad es un factor que determina la
capacidad potencial de un aislado para causar pérdidas de rendimiento (Talas et al., 2012).

F. oxysporum es un complejo de especies que abarca cepas genética y fenotipicamente diversas
(Kanget al., 2014), es ubicuo en el suelo y estd presente en diversos ecosistemas como pastizales
(Opperman y Wehner, 1994), bosques (Cabello y Arambarri, 2002) y desiertos (Mandeel et al.,
2005). Aunque comunmente se conocen como patégenos de plantas, pueden comportarse
como saprofitos en el suelo o enddfitos. Se presume que la mayoria de los aislados no son
patdgenos, lo que impide la diferenciacion de las formas patogénicas a través de la morfologia
(Edel et al., 1997; Kang et al., 2014). La virulencia ha sido, y sin duda seguira siendo, un rasgo
muy util para la caracterizacién de la diversidad de F. oxysporum (Correll et al., 1987). Esta
especie, en sus diversas formas patdgenas, es posiblemente la mas daiiina del género desde el
punto de vista de las enfermedades de las plantas y causa pudricién de plantulas, raices, bulbos,
cormos y marchitamiento vascular en una amplia gama de cultivos en regiones templadas y
tropicales. Dentro del complejo hay cepas que pudren la raiz y/o la base del tallo (Hermann y
Lecomte, 2018). Suele ser la especie mas abundante en la capa arable, segin el nimero de
propagulos por gramo de suelo encontrados en campos cultivados (Smith, 2007). En contraste
con la amplia gama de hospedantes de la mayoria de las integrantes del complejo, algunas cepas
son especificas (Armstrong y Armstrong, 1981). F. oxysporum puede actuar en forma sinérgica
con nematodos, con otras especies del género y con otros géneros. Los aislados que causan

marchitamiento vascular suelen ser especificos y se conocen mas de 100 forma specialis (f. sp.)
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y razas (Baayen y Waalwijk, 1997; Smith, 2007). El término f. sp. se agrega al binomio F.
oxysporum y surge del nombre que designa al hospedante (Smith, 2007; Kang et al., 2014), por
ejemplo, F. oxysporum f. sp. cyclaminis (Gerlach) afecta al género botanico Cyclamen. Dentro de
las f. sp. se han identificado razas debido a que la susceptibilidad vegetal varia entre cultivares
(Walker, 1930).

Generalmente se considera que F. oxysporum solo se reproduce asexualmente, porque nunca
se ha observado un teleomorfo en la naturaleza o inducido en el laboratorio (Kang et al., 2014).
Los microconidios son ovalados o elipticos, con una o dos células y se presentan solos o en
agregados en falsas cabezas. Se producen en medios de cultivo liquidos y sélidos, en la rizosfera
y dentro del sistema vascular de las plantas infectadas. Los macroconidios tienen tres a cinco
tabiques, son gradualmente puntiagudos y curvados hacia los extremos (con forma de hoz) y se
encuentran comuUnmente en la superficie de las plantas muertas (Katan et al., 1997). Las
clamidosporas, de paredes gruesas, aseguran la supervivencia. Se producen de forma terminal
o intercalada en el micelio maduro y pueden permanecer viables en el suelo durante muchos
afios, lo que limita a largo plazo la produccién de cultivos en campos infestados (Kang et al.,
2014). El crecimiento en agar papa glucosa es flocoso con abundante micelio aéreo de coloracion
violacea palida a rosada y margenes irregulares, lobulados, aserrados o filiformes, sin pigmentos
difusibles (Lombard et al., 2018). F. oxysporum esta citado como patdgeno en 835 hospedantes
de diferente importancia econdmica en el mundo, entre los que se encuentran integrantes de
los géneros Allium, Amaranthus, Brassica, Capsicum, Chrysanthemum, Citrus, Coffea, Glycine,
Lycopersicon, Petunia, Rosa, Triticum y Zea (Farr y Rossman, 2023) y se lo ranqued quinto en un
listado de patdogenos de importancia cientifica y econdmica (Dean et al., 2012).

El complejo Gibberella fujikuroi (CGF) incluye numerosas especies fitopatdgenas y productoras
de toxinas (Kvas et al., 2009). Pertenece al taxdn monofilético que corresponde a la seccion
Liseola, con algunas especies ubicadas originalmente en otras secciones como Discolor, Elegans
y Lateritium (Nelson et al., 1983; Nirenberg y O’Donnell, 1998; O’Donnell et al., 1998, 2000). La
clasificacion de especies en el CGF de modo morfoldgico, bioldgico y filogenético (Taylor et al.,
2000). De estos, el morfoldgico fue el mas utilizado y ha dominado la taxonomia del género
desde su establecimiento en 1809 (Kvas et al., 2009). En base a este sistema, las especies se
identifican principalmente segun la forma y el tamafio de los macroconidios y microconidios y
otros caracteres como la disposicidon aérea de los microconidios, la morfologia de las células
conidiégenas y la presencia de clamidosporas (Booth, 1971; Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson
et al., 1983; Leslie y Summerell, 2006).

Segun estudios filogenéticos basados en analisis de multiples genes, las especies de Fusarium en

el CGF se pueden separar en tres grandes clados que de acuerdo con la hipodtesis filogeografica
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de O'Donnell et al. (1998) tienen un origen asociado con las plantas hospedantes y se denominan
africano, estadounidense y asiatico. El asidtico es el mas pequeiio de los tres (Kvas et al., 2009)
e integra a Gibberella sacchari (Speg.), G. fujikuroi (Sawada) y G. intermedia (Kuhlman),
teleomorfos de F. sacchari (E.). Butler), F. fujikuroi (Nirenberg) y F. proliferatum (Matsush.)
(Leslie, 1995; Samuels et al., 2001; Leslie et al., 2005). En términos de morfologia y biologia, F.
fujikuroi y F. proliferatum son muy similares y la aplicacién de técnicas moleculares parece ser
el método mas efectivo y rdpido para separarlos (Leslie et al., 2007). Ambas especies producen
microconidios en cabezas falsas y también en cadenas a partir de poli y monofialides (Gerlach y
Nirenberg, 1982) y no producen clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006). Filogenéticamente,
F. fujikuroi, F. proliferatum, F. globosum (Rheeder, Marasas & P.E. Nelson) y F. fractiflexum (T.
Aoki, O’'Donnell & K. Ichik.) forman un grupo bien sustentado dentro del cual F. proliferatum esta
mas estrechamente relacionado con F. globosum (Aoki et al., 2001). Morfoldgicamente, F.
globosum es bastante similar a F. proliferatum vy F. fujikuroi, pero los microconidios globosos
producidos individualmente o en racimos lo distinguen de ellos (Rheeder et al.,, 1996). F.
fractiflexum comparte caracteres morfoldgicos con F. proliferatum y F. fujikuroi, pero se
distingue porque produce microconidios en cadenas geniculadas sobre el micelio aéreo (Leslie
y Summerell, 2006).

En relacion con las micotoxinas, F. proliferatum produce niveles mas altos de fumonisinas que
F. fujikuroi (Rheeder et al., 2002; Fandohan et al., 2003; Desjardins, 2006) y también produce
eniatinas, fusaproliferina y fusarinas (Marasas et al., 1986). Por otro lado, a excepcién de una
sola cepa de F. konzum (Zeller, Summerell & J.F. Leslie), F. fujikuroi es la Unica especie reconocida
en el CGF productora de giberelinas (Malonek et al., 2005). Tanto F. proliferatum como F.
fujikuroi fueron reportados como productores de beauvericina, acido fusarico y moniliformina
(Marasas et al., 1986; Logrieco et al., 1998; Moretti et al., 2007).

F. proliferatum produce abundante micelio aéreo que inicialmente es blanco, pero puede
volverse purpura violeta a medida que pasa el tiempo. Generalmente los pigmentos se producen
en el agar y varian en intensidad desde casi incoloros hasta casi negros. F. proliferatum se ha
recuperado de numerosos entornos en el mundo donde se lo asocia a 117 hospedantes (Farr y
Rossman, 2023) tales como trébol en Estados Unidos (Trifolium vesiculosum Savi) donde causé
hiperelongacion del hipocétilo y el tallo, clorosis leve y decoloracidn de las raices (Pemberton et
al., 1998), arandano (Vaccinium corymbosum L.) en Argentina donde ocasiond pudricidon de
raices (Pérez et al., 2011a), tomate (Solanum lycopersicum L.) en China donde provocé pudricion
de raices y marchitamiento (Ye et al., 2020), al igual que en soja (Glycine max L.) en Canada
(Changetal., 2015), remolacha (Beta vulgaris L.) en China (Cao et al., 2018) y ajo (Allium sativum

L.) y cebolla (Allium cepa L.) en Argentina (Salvalaggio y Ridao, 2013).
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F. fujikuroi genera un micelio blanco que se vuelve gris, violeta o magenta con la edad. La
pigmentacién en el agar varia desde ausente hasta naranja grisaceo, gris violeta, violeta oscuro
0 magenta oscuro (casi negro). Actualmente se encuentran reportadas 31 interacciones planta
patégeno en el mundo (Farr y Rossman, 2023) entre las cuales la mas representativa de la
especie corresponde a la enfermedad del bakanae en arroz (Oryza sativa L.) que produce clorosis
y elongacién de hojas primarias probablemente inducidas por la produccién de giberelina por
parte del patdgeno (Wulff et al., 2010). Otros hospedantes en los que causa pudricidn de tallos
o raices son nogal (Juglans sigillata Dode) (Han et al., 2021a), acacia (Acacia koa A. Gray) (Dobbs
etal., 2021), fruto del dragdn (Hylocereus polyrhizus (F.A.C.Weber)) (Masratul Hawa et al., 2016)
y soja (Glycine max L.) (Chang et al., 2018). También se lo encontrd asociado a pudriciones de
fruto de banana (Musa sp.) (Abd Murad et al., 2017), maiz (Zea mays L.) (Duan et al., 2020) y
ciruela (Prunus domestica Thunb.) (Long et al., 2021).

Durante visitas a producciones de calibrachoa se detectaron plantas marchitas. En
observaciones y estudios de laboratorio preliminares, prevalecieron los aislados del género
Fusarium. Esto determind la necesidad de profundizar los estudios, con el objetivo de identificar

a las especies patdgenas involucradas.

2.1.2. Materiales y métodos

a. Recoleccion de plantas enfermas

Se recorrieron semanalmente invernaderos ubicados en la localidad de Hurlingham, Buenos
Aires, en busca de calibrachoas sintomaticas. De mayo a diciembre de 2017 y de abril a
noviembre de 2018 se colectaron plantas de las variedades INTA 06575, Overd Fucsia-INTA y
Pampa Salmoén-INTA que presentaban amarillamiento y marchitez (Figura 2.1.2.1) y se llevaron

al laboratorio para su procesamiento.
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Figra 2.1.2.1. Variedades de aibrachoa con sintomas de mariIIamiento y marchitez. A) INTA 06575
(Barra 5 cm); B) Overa Fucsia-INTA (Barra 5 cm); C) Pampa Salmén-INTA (Barra 5 cm).

b. Aislamiento y conservacion de microorganismos asociados

Se retiraron las plantas de sus macetas, se lavaron las raices con agua corriente y se observaron
los dafios a ojo desnudo y con lupa. De las raices dafiadas se cortaron trozos de 1 cm de largo
que se colocaron en placas de Petri con agar papa glucosa al 2 % pH 7 Merck (APG) previamente
desinfestados por inmersidn en etanol al 70 % durante un minuto, hipoclorito de sodio (20 g CI/L
de agua) durante otro minuto y enjuagados con agua destilada estéril. Las placas se incubaron a
24 + 2 °C durante 5 dias. Las colonias de hongos desarrolladas se subcultivaron en APG a igual
temperatura para obtener aislados puros. A partir de éstos se prepararon suspensiones de
esporas en agua destilada estéril. Se aplicd la técnica de diluciones seriadas y la posterior
siembra en agar agua para colectar esporas de reciente germinacién y transferirlas a nuevas
placas con APG a fin de obtener cultivos monospéricos.

Se conservd cada aislado mediante diversos métodos, tanto bajo refrigeracion como a
temperatura ambiente. Por un lado, se prepararon tubos con APG en pico de flauta, con agua
destilada estéril y con vaselina liquida autoclavados en los que se cultivd cada aislado durante 7
dias para luego ser conservado a 4 °C. Por otro lado, se esterilizaron en autoclave a 121 °C por
40 minutos en dos dias consecutivos tubos de ensayo con sustrato Terrafertil® Grow Mix Tabaco
en los que se sembraron discos de APG con crecimiento micelial, que fueron mantenidos segin
la metodologia de Schneider (1958) con modificacion del sustrato (Terrafertil® Grow Mix Tabaco

en lugar de la mezcla tamizada de 2 partes de arcilla, 1 de compost y 1 de arena) y de la
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temperatura (ambiental en lugar de 4 °C). Las conservaciones en vaselina y en agua destilada
estéril se realizaron segun la metodologia de Stocco et al. (2010) a 4 °C. En la Figura 2.1.2.2
pueden observarse tubos de ensayo con los diversos métodos de conservacién. Los aislados se

depositaron en la coleccién de cultivos INTA IF.

Figura 2.1.2.2. Conservacion de aislados fungicos. A) Cajas plasticas con tubos de ensayo en gradillas, en
heladera a 4 °C (Barra 15 cm); B) Vista aérea de A (Barra 15 cm); C) Gradillas con tubos de ensayo a
rosca con APG, agua destilada o vaselina (Barra 10 cm); D) Tubos con sustrato (Barra 10 cm).

¢. Pruebas de patogenicidad

A los efectos de comprobar la patogenicidad de los aislados obtenidos, durante el mes de
septiembre de 2018 se inocularon calibrachoas de la variedad INTA 06575 cultivadas en macetas
plasticas n°® 10. El material vegetal se obtuvo por plantacion de esquejes en bandejas
multimacetas de 200 celdas con sustrato Terrafertil® Grow Mix Tabaco que fueron mantenidas
bajo sistema Mist en invernadero y fertilizacion semanal con Hakaphos Rojo® (18-18-18). En el
extremo basal de los esquejes se colocé la hormona de enraizamiento acido indol butirico -IBA-
en polvo (1.000 ppm). Transcurridos 60 dias, los plantines fueron trasplantados a macetas n° 10
con sustrato Terrafertil® Z-Floricultura y mantenidos con adecuada provisién de riego vy
fertilizacion semanal con Hakaphos Rojo® (18-18-18) por el transcurso de 30 dias (Figura

2.1.2.3).
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Figura 2.1.2.3. Preparacion de plantines de calibrachoa. A) Variedades en invernadero de plantas madre
(Barra 15 cm); B) Esquejes de la var. INTA 06575 (Barra 5 cm); C) Colocacion de IBA en esqueje (Barra 3
cm); D) Plantacion de esqueje en bandeja multimaceta (Barra 3 cm); E) Bandejas con esquejes bajo
sistema Mist en invernadero (Barra 20 cm); F) Plantines en macetas n° 10 bajo invernadero (Barra 30
cm).

Los aislados se cultivaron en APG durante 10 dias a 24 £ 2 °C. Se obtuvieron suspensiones de
esporas de los cultivos puros y se las estandarizé a una concentracién de 1 x 108 conidios/mL de
agua destilada estéril. Para inocular, se aplicaron las suspensiones a la base de las plantas, con
gotero, a razdén de 10 mL por maceta. Los testigos fueron tratados con agua destilada estéril. Se
realizaron 6 repeticiones por cada tratamiento. Todas las plantas se dispusieron sobre una
mesada del laboratorio y se mantuvieron a 24 + 2 °C envueltas con bolsas de polietileno por 72
horas para favorecer el proceso de infeccidn. Se registraron los sintomas aéreos durante 10 dias
y al finalizar el ensayo se retiraron las plantas de las macetas, se lavaron las raices con agua
corriente y se observaron bajo lupa. Por ultimo, se reaislaron los patdgenos utilizando la

metodologia indicada para el aislamiento.

d. Identificacion taxondmica

Los diferentes aislados de Fusarium se cultivaron en tubos de ensayo con APG preparado en
forma artesanal (Nelson et al., 1983) dispuesto en pico de flauta a 24 °C durante 7, 10, 14, 21,
25y 28 dias de modo tal de poder detectar los diversos estados de desarrollo de los cultivos. Se

realizaron observaciones de las colonias a ojo desnudo y de las estructuras bajo microscopio
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Optico. Se registrd la coloracidn de las colonias tanto en el anverso como en el reverso de los
tubos, el tipo de fidlides (mono o polifidlides), la disposicién de los microconidios (en cadenas o
falsas cabezas), el tamafo y forma de los macro y microconidios y la presencia de clamidosporas
segun Leslie y Summerell (2006).

Se realizaron estudios moleculares para complementar la identificacién previamente descripta.
Para la extraccién de ADN se adapt6 el protocolo de Aljanabi y Martinez (1997). Asi, se cultivaron
los distintos aislados en placas de Petricon 10 mL con PDB (caldo papa dextrosa) por una semana
a 25 °C. Luego se procedié a recuperar el micelio y eliminar el exceso de liquido remanente
utilizando papel de filtro. A cada muestra de micelio se la congelé con nitrégeno liquido y se
molié hasta obtener un polvo fino que fue transferido a un tubo Eppendorf de 1,5 mL con 400
uL de buffer de extraccién (NaCl 0,4 M). A cada muestra se le adicionaron 80 pL de SDS (dodecil
sulfato de sodio) 2% y 20 pL de proteinasa K y se incubd a 55-65 °C durante una hora.
Transcurrido ese tiempo se le afiadieron 300 pL de una solucién saturada de NaCl (concentracién
4 M) a cada muestra, se mezclaron en un agitador Vortex 30 s a maxima velocidad y se
centrifugaron 20 min a 15.000 g. El sobrenadante de cada muestra se transfirié a un nuevo
microtubo, se le agregd isopropanol a igual volumen y se mezcld por inversién del tubo. Las
muestras se incubaron hasta el dia siguiente a -20 °Cy se centrifugaron 15 min a 15.000 g. Una
vez formados, los pellets se lavaron con 100 ulL de etanol al 70 %, se centrifugaron durante 5
min y se secaron para suspenderlos en 50 pL de agua bidestilada estéril. La concentracion de
ADN se calculé con un espectrofotémetro a 260 nm.

La amplificacidn de fragmentos de ADNr se realizd6 mediante la técnica de PCR en dos loci, la
region TEF-a y la region IGS, con los cebadores descritos por Geiser et al. (2004) y Kawabe et al.
(2005) respectivamente. Para la amplificacion de la regién TEF-a, los cebadores fueron: efl: 5'-
ATG GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC — 3’ y ef2: 5-GGA (G/A)GT ACC AGT (G/C)AT CAT GTT-3".
Para la amplificaciéon de la regién IGS, los cebadores fueron: FIGS11: 5 —GTA AGC CGT CCT TCG
CCT CG -3’y FIGS12: 5’ — GCA AAATTC AAT AGT ATG GC—3’. En las Tablas 2.1.2.1y 2.1.2.2 se

detallan los reactivos utilizados para realizar las amplificaciones en cada caso.
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Tabla 2.1.2.1. Condiciones de amplificacion mediante la técnica de PCR para la regiéon TEF-a.

Reactivo Stock Concentraciéon Final  Volumen
Taq 5U/ul 2,5U 0,5 pl
dNTPs 2 mM c/u 200 uM c/u 5ul
ADN - 70-300 ng 1pl
Cl2mg 25 mM 1,5mM 3ul
Buffer 10x 1x 5ul
Primer efl 5uM 0,5 uM 5ul
Primer ef2 5uM 0,5 uM 5ul
Agua - - 25,5 ul

Tabla 2.1.2.2. Condiciones de amplificacién mediante la técnica de PCR para la regién IGS.

Reactivo Stock Concentracion Final  Volumen

Taq 5U/ul 25U 0,5 ul
dNTPs 2mM c/u 200 uM c/u 5ul

ADN - ~125ng 2,5 ul
Cl2Mg 25 mM 1,5 mM 3ul
Buffer 10x 1x 5ul
Primer FIGS11 5uM 0,5 uM 5ul
Primer FIGS12 5uM 0,5 uM 5ul
Agua - - 24 ul

Una vez obtenidos, los productos de PCR se enviaron a Macrogen (Corea) para purificar y
secuenciar en ambas direcciones. Las secuencias recibidas se limpiaron mediante el software

Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/). Con el software Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) se alinearon las secuencias forward y reverse y

con el software GeneDoc (https://genedoc.software.informer.com/2.7/) se obtuvo la secuencia

consenso. Por ultimo, para el BLAST del gen TEF-a se siguid la metodologia de Torres-Cruz et al.
(2021) que utiliza la informacién contenida en el Fusarium-ID para comparar las secuencias con
una base de datos curada por especialistas. En cuanto a los resultados obtenidos para la region
IGS, se realizd la comparacién BLAST de nucledtidos con secuencias publicadas en el National

Center for Biotechnology (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ya que aln no se cuenta con

una base de datos definida por los especialistas.

e. Agresividad de los aislados

Una vez comprobada la patogenicidad de los aislados obtenidos como resultado del apartado
2.1.2.b, se avanzé en la caracterizacidn estudiando su agresividad frente a distintos genotipos
de calibrachoa. Para ello, se inocularon plantas de tres variedades (INTA 06575, Overa Fucsia-

INTA y Pampa Salmdn-INTA) con 9 aislados.
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Los esquejes se plantaron en idénticas condiciones que las mencionadas en el apartado 2.1.2.c.
Inicialmente se planted un ensayo exploratorio. Se trasplantaron esquejes enraizados de las tres
variedades de calibrachoa a macetas n° 12 vy, transcurridos 60 dias, se procedié a inocular las
plantas segun lo indicado en el apartado 2.1.2.c. Posteriormente se plantearon dos repeticiones
del ensayo en macetas plasticas de 90 celdas de modo que cada aislado fue aplicado sobre 30
plantas de cada variedad.

El inéculo se prepard segln la metodologia mencionada en el apartado 2.1.2.c y se aplicd con
gotero a razén de 3 mL por celda. Los testigos se trataron con agua. Las bandejas, cubiertas con
bolsas de polietileno por 72 h para favorecer el proceso de infeccién, fueron dispuestas sobre
una mesada en un disefio completamente aleatorizado (DCA) y se mantuvieron a 25° Cy luz
natural. Se realizaron 30 repeticiones de cada tratamiento.

Se evaluaron los siguientes parametros: la severidad de dafio aéreo (mediante una escala de
sintomas y mediante el peso seco aéreo) y la severidad dafio radical (mediante una escala de
sintomas y el peso seco de las raices). Se registraron los sintomas aéreos a diario mediante una
escala de severidad de 0 a 5 grados (Liu et al., 1995), cuyos parametros se presentan en la Tabla
2.1.2.4. Al finalizar el ensayo se retiraron las plantas de las celdas, se lavaron sus raices con agua
corriente y se estimaron los dafios seglin una escala de 4 grados (Munkvold y O’Mara, 2002) que

puede observarse en la Tabla 2.1.2.5.

Tabla 2.1.2.4. Escala de severidad de sintomas aéreos en ensayo de agresividad de aislados de Fusarium
en variedades de calibrachoa.

Grado Descripcion
0 Sin sintomas
1 <25 % de las hojas con sintomas
2 26-50 % de las hojas con sintomas
3 51-75 % de las hojas con sintomas
4 76-100 % de las hojas con sintomas
5 Planta muerta

Tabla 2.1.2.5. Escala de severidad de sintomas radicales en ensayo de agresividad de aislados de
Fusarium en variedades de calibrachoa.

Grado Descripcion
1 Raices laterales bien desarrolladas y leve a nula coloraciéon marrén
2 Raices laterales reducidas y > 0 a 25% del sistema radicular con coloracién marrén
3 Raices laterales escasas y > 25 a 50% del sistema radicular con coloracién marrén
4 Raices laterales casi ausentes y > 50% del sistema radicular con coloraciéon marrén
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Una vez evaluadas las variables previamente mencionadas, se procedié al pesaje de las plantas.
Para esto, se separd la parte aérea de la radical, para pesarlas independientemente con una

balanza de precision Ohaus® Explorer E02140.

f. Rango de hospedantes de los aislados

Con el objetivo de aportar datos complementarios para caracterizar a los nueve aislados de
Fusarium asociados con la podredumbre basal de calibrachoa, se procedid a explorar su rango
de hospedantes potenciales. Para ello se utilizaron plantas de calibrachoa Pampa Salmén-INTA
(Calibrachoa hybrida), petunia Dreams Burgundy (Petunia x hybrida hort. ex E. Vilm.),
nierembergia Estrella INTA-JICA (Nierembergia linariaefolia Graham) y tomate Platense
(Lycopersicum esculentum Mill.) de la familia Solanaceae y coral Movaje Red (Salvia splendens
Sellow ex Nees) de la familia Lamiaceae. Las plantas de calibrachoa y nierembergia se obtuvieron
por plantacién de esquejes, tal como se menciona en el apartado 2.1.2.c. Los plantines de
tomate, petunia y coral se obtuvieron por siembra en bandejas multimaceta de 200 celdas con
sustrato Terrafertil® Grow Mix Tabaco y las plantulas fueron transferidas a macetas
termoformadas n° 10 con sustrato Terrafertil® Z-Floricultura. Para la inoculacién se utilizo la
técnica descrita en 1.1.2.e. A los 9 aislados patégenos de calibrachoa, se agregd una cepa de F.
oxysporum f. sp. lycopersiciy otra de F. oxysporum f. sp. cyclaminis facilitadas por el CIDEFI-UNLP
e ingresadas al cepario del Laboratorio de Sanidad del IF como INTA IF-648 e INTA IF-649
respectivamente. Una vez inoculadas, las plantas se mantuvieron en cdmara de cultivo a 24 °C
con un régimen (luz:oscuridad) de 12:12 horas y riego a demanda, con 3 repeticiones por cada
tratamiento.

Las plantas se observaron a diario para detectar el inicio de los sintomas y registrar su avance.
Una vez finalizado el ensayo se retiraron las plantas de las macetas, se lavaron las raices con
agua corriente, se evalud su estado general (a ojo desnudo y bajo lupa) y se realizaron

observaciones de cortes (longitudinales y transversales) de tallos y ramas.

g. Andlisis estadisticos

Para el andlisis de los datos se utilizé el programa estadistico InfoStat (InfoStat, 2007) y se
concluyeron las pruebas a un nivel de significacion del 0,05 %. Para las variables que cumplieron
los supuestos de homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene, valor p> 0,05) y de
normalidad de los errores (prueba de Shapiro-Wilks, p> 0,05) y se avanzd con un analisis de

varianza con la técnica DGC (Di Rienzo et al., 2002) para buscar diferencias entre las medias de
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los tratamientos. En los casos donde al menos un supuesto no se cumplid, se realizé un ANOVA
siguiendo la metodologia descripta por Scheirer et al. (1976) con el estadistico H (cociente entre
la suma de cuadrado de un efecto dividido el cuadrado medio total), que bajo la correspondiente
hipétesis nula se distribuye como una variable chi-cuadrado con los grados de libertad de dicho
efecto.

Para el analisis de los datos categdricos se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis, se generd un
ranking a partir de las medias y se verificd la existencia de diferencias entre ellas. Para la
comparacién de las réplicas de ensayos se realizé un analisis de comparaciéon de medias,
individualizando cada tratamiento con un nivel de significacion de 0,05.

Para el calculo de la potencia se considerd la cantidad de tratamientos. La variancia se estimoé
con el cuadrado medio del error del ANOVA y la minima diferencia a detectar se establecié como

la diferencia de las medias muestrales.

2.1.3. Resultados y discusion

a. b. Recoleccion de plantas enfermas, aislamiento y conservacion de microorganismos

asociados

Entre los meses de mayo de 2017 y diciembre de 2018 se colectaron 34 plantas de variedades
de calibrachoa con sintomas compatibles con el ataque de patdgenos de suelo. En la totalidad
de los casos se obtuvieron aislados fungicos, de los cuales 80 % correspondid al género Fusarium,
caracterizado por micelio hialino septado, y dependiendo de cada cepa, diversidad en las
caracteristicas de meso y microconidios. Las cepas fueron denominadas: INTA IF-534, INTA IF-
535, INTA IF-536, INTA IF-538, INTA IF-559, INTA IF-566, INTA IF-567, INTA IF-569 e INTA IF-577.
Todas las plantas afectadas presentaron sintomatologia radical caracterizada por reduccion de
biomasa, coloracién pardo oscura, descortezamiento y cancros, tal como puede observarse en

la Figura 2.1.3.1.
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Figura 2.1.3.1. Raices de calibrachoa con pudricién. A) Decoloracidn y descortezamiento (Barra 10 mm);
B) Descortezamiento, pérdida de epidermis y exposicion de vasos (Barra 0,25 mm); C) Cancro en raiz
principal (Barra 0,5 mm).

Varias especies de Fusarium que se comportan como patdégenos secundarios o saprofitos se
aislan con frecuencia de drganos vegetales, por lo que la identificaciéon del agente causal de una
enfermedad siempre requiere cierto conocimiento. Los postulados de Koch deben utilizarse
como una herramienta para confirmar la patogenicidad, pero generalmente estdan mas alla del
alcance de los diagnésticos de laboratorio de rutina. Cuanto mas tiempo haya estado enferma
la planta y/o haya transcurrido desde el muestreo, mas alta es la probabilidad de que otras
especies de hongos ademas del patdgeno, incluidas especies de Fusarium, hayan invadido el
area enferma. Este problema es particularmente importante para los patégenos de suelo (Leslie
y Summerell, 2006). En el caso en estudio, los monitoreos semanales permitieron realizar un
seguimiento de los sintomas y observar la evolucidon de la enfermedad para realizar el
diagndstico de manera temprana.

Todos los aislados preservados pudieron recuperarse de la coleccion en los momentos
necesarios para realizar los diferentes ensayos. De los cuatro medios de conservacion probados
(agar, agua destilada, vaselina y sustrato), los mas efectivos fueron el agua destilada y la
vaselina, que permitieron reestablecer las colonias en el 100 % de los casos. La conservacion en
sustrato fue la menos eficiente. En algunas circunstancias, los aislados conservados en agar y
sustrato no crecieron. Esto motivo la repeticion de las siembras o el rescate de las colonias por

otro de los métodos.
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Segun la World Federation for Culture Collections (WFCC, 2010) el método de almacenamiento
ideal mantiene la viabilidad de las cepas sin pérdida de virulencia, no provoca alteraciones en
las caracteristicas fisiolégicas o morfoldgicas y permite una recuperacién sencilla del material.
Por seguridad, y con el fin de minimizar la probabilidad de pérdida de aislados, estos deben
mantenerse mediante al menos dos procedimientos diferentes, siempre que sea posible. Es
importante que los protocolos utilizados para mantener los aislados sean apropiados para cada
organismo (Smith y Ryan, 2004). Windels et al. (1988) indicaron que la conservacién en sustrato
fue mas eficiente a 4,5 °C que a temperatura ambiente (24 °C) por lo que seria interesante no
descartar dicho método que en este estudio no resultd eficiente y evaluarlo nuevamente bajo
refrigeracion. Boix-Ruiz et al. (2015) reportaron que aislados de F. oxysporum f. sp. lycopersici
expresaron patogenicidad luego de ser conservados por 23 afios en vaselina. Fennell (1960)
menciond que el consumo de oxigeno de un cultivo fungico sumergido bajo 1 cm de aceite
mineral se reduce a un 10 % en pocas horas y que la disminucion de la actividad metabdlica se
evidencia por el retraso del crecimiento y la esporulacién. En lo que respecta a la conservacion
en medios de cultivo, la autora indica que para evitar el secado rapido del agar y el crecimiento
continuo de los cultivos el almacenamiento en refrigerador a 5 °C da resultados satisfactorios
para la mayoria de los hongos. Una desventaja de esta técnica es la necesidad de transferir los
cultivos a otro tubo con medio de cultivo fresco con cierta periodicidad ya que los aislados no
pueden permanecer indefinidamente en el mismo tubo, porque al seguir activos se acumulan
productos toxicos del metabolismo que generan el envejecimiento y muerte celular. La
utilizacidn de este método requiere disminuir la cantidad de indculo y de ciertos nutrientes para

frenar el crecimiento de manera considerable (Garcia Lopez y Uruburu Fernandez, 2004).

¢. Pruebas de patogenicidad

Para la totalidad de los aislados se completaron los postulados de Koch al observar sintomas
tanto aéreos (Figura 2.1.3.2) como radicales (Figura 2.1.3.3) y reaislar los patogenos de las
posteriores siembras de las raices afectadas en medio de cultivo. Los sintomas comenzaron
entre los 6 y 10 dias desde la inoculacidn, con amarillamiento seguido de pérdida de turgencia
en las zonas apicales que avanzé hacia las bases y finalizaron con la muerte de las plantas. Los
aislados que generaron sintomas mas prematuramente fueron INTA IF-534, 535, 536, 538 y 559
(6 dias para los dos primeros y 8 para el resto). Los que mostraron mayor velocidad para generar
marchitez fueron INTA IF-534, 535 y 559, con manifestacion de sintomatologia 16 y 18 dias
desde la inoculacién, seguidos por INTA IF-536, 538, 566, 567 y 577 (26 dias para el primero y

28 para el resto). INTA IF-569 fue el mas lento en causar marchitez, que comenzé a los 30 dias.

39



En un estudio realizado por Burlakoti et al. (2012) se evalué la patogenicidad y virulencia de 98
aislados de Fusarium sp. en remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) se detectd que el 80 % de los
aislados eran patégenos. Fueron necesarios de 13 a 23 dias para la inducciéon de sintomas en los
aislamientos altamente virulentos, de 15 a 21 para los moderadamente virulentos y de 17 a 38
para los menos virulentos. Nirmaladevi et al. (2016) evaluaron la patogenicidad de 69 aislados
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en tomate y determinaron la existencia de una
poblacién muy variable, con inicio de sintomas entre los dias 15 y 20 desde la inoculacién, en
donde el 45 % de las cepas eran altamente virulentas, el 30 % moderadamente virulentas, el 18
% patogenas débiles y el 7 % no patdgenas. Isaac et al. (2018) evaluaron de 40 aislados de
Fusarium también en tomate y encontraron que los sintomas iniciaron entre los dias 21 a 35
luego de la inoculacién con clorosis apical y consecuente pérdida de turgencia y necrosis.

En base a la evidencia presentada, se destacan los aislados INTA IF-534, 535, 536, 538 y 559 por
la velocidad en la generacion de sintomas en las plantas de calibrachoa y se categorizan como

patdgenos con elevada virulencia.
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¢ i (e
Figura 2.1.3.2. Dafio aéreo ocasionado por aislados de Fusarium en calibrachoa INTA 06575 a los 26 dias
de la inoculacion. A) Testigo; B) INTA IF-534; C) INTA IF-535; D) INTA IF-536; E) INTA IF-538; F) INTA IF-
559; G) INTA IF-566; H) INTA IF-567; 1) INTA IF-569; J) INTA IF-577. (Barras 2 cm).
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Figura 2.1.3.3. Dafio en raices ocasionado por aislados de Fusarium en calibrachoa INTA 06575 a los 30
dias de. A) Testigo; B) INTA IF-534; C) INTA IF-535; D) INTA IF-536; E) INTA IF-538; F) INTA IF-559; G) INTA

IF-566; H) INTA IF-567; 1) INTA IF-569; J) INTA IF-577. (Barras 2 cm).
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d. Identificacion taxonémica

En la Tabla 2.1.3.1 se resumen las caracteristicas de los aislados utilizadas para su clasificacion.
Los aislados INTA IF-534, 535, 536 y 538 formaron microconidios en falsas cabezas y en cadenas
a partir de mono o polifidlides, y no generaron clamidosporas. Los aislados INTA IF-559, 566,
567, 569 y 577 formaron microconidios en falsas cabezas partir de monofidlides y abundantes
clamidosporas. En las Figuras 2.1.3.4, 2.1.3.5, 2.1.3.6 y 2.1.3.7 se muestra el desarrollo de los
aislados de Fusarium en placas de Petri y en tubos de ensayo con medio de cultivo APG de
obtencidn artesanal y el detalle de las caracteristicas observadas bajo microscopio 6ptico. En la
Tabla 2.1.3.2 se detallan los resultados de las identificaciones moleculares en donde pueden
observarse los porcentajes de identidad de las cepas de Fusarium de calibrachoa con las que se
encuentran en las bases de datos propuestas en la metodologia. En tal sentido, al complementar
la informacidn molecular con los datos de las observaciones microscépicas, se confirmé la

identidad de las cepas obtenidas.

Tabla 2.1.3.1. Caracteristicas morfobiométricas de aislados de Fusarium.

Cepa Monofidlide Polifidlide sz::::s Cadenas Mi::-:c:f:nxic?igz?zm) Clamidosporas Mat?;iz:i:ir:;h(‘:tm)
INTA IF-534 Si Si Si Si 7,6 (4,6-11,9) x 1,97 (1,3-2,9) No 51,2 (33,2-74,5)x 3,0 (2,3-3,7)
INTA IF-535 Si Si Si Si 8,6 (5,6-12,3) x 2,8 (1,6-4,2) No 35,2 (30,4-47,8) x 3,7 (3,0-4,3)
INTA IF-536 Si Si Si Si 7,8 (5,3-12,3) x 2,8 (1,9-3,6) No 27,2(21,7-37,0)x 3,1 (1,9-4,8)
INTA IF-538 Si Si Si Si 7,2 (4,6-9,7) x 2,1 (1,3-2,9) No 26,4 (21,5-30,4) x 3,3 (2,2-4,3)
INTA IF-559 Si No Si No 5,8 (4,5-9,0) x 2,3 (1,6-3,6) Si -

INTA IF-566 Si No Si No 8,1 (4,6-11,2) x 3,6 (2,6-4,9) Si -
INTA IF-567 Si No Si No 7,2 (5,3-11,7) x 2,6 (1,9-3,4) Si -
INTA IF-569 Si No Si No 8,8 (6,2-15,0) x 3,0 (2,5-3,7) Si -
INTA IF-577 Si No Si No 9,5(7,2-13,6) x 3,8 (2,3-4,8) Si -

La escasez general de caracteres morfoldgicos de diagndstico complica la separacidn de especies
similares y la descripcion de especies nuevas dentro del CGF (Kvas et al., 2009). Segun el andlisis
de estas caracteristicas, este complejo actualmente incluye 34 morfoespecies (O'Donnell et al.,
1998, 2000; Nirenberg y O'Donnell, 1998; Nirenberg et al., 1998; Aoki et al., 2001; Marasas et
al., 2001; Britz et al., 2002; Zeller et al., 2003; Geiser et al., 2005), nimero que se amplia a 50 al
utilizar analisis filogenéticos basados en las secuencias de varias regiones del ADN (Kvas et al.,
2009). Como F. proliferatum vy F. fujikuroi no evidencian diferencias morfobiométricas que
permitan su separacidén, es necesario complementar las observaciones con técnicas
moleculares. Al margen de esto, aunque es posible reconocer todas las especies del CGF con
dichas técnicas, su aplicacidn como método Unico puede producir resultados biolégicamente no

aceptables (Dayrat, 2005). Por lo tanto, estas técnicas generalmente se usan en combinacion
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con la microscopia clasica y los estudios de caracteristicas bioldgicas (Klittich et al., 1997; Zeller
et al., 2003). Este enfoque integrador también se extiende a las identificaciones de rutina donde
los procedimientos de diagndstico Unicos no son suficientes para obtener conclusiones
inequivocas (Leslie y Summerell, 2006; Dayrat, 2005; Will et al., 2005; Kvas et al., 2009). Los
cultivos en APG de F. proliferatum y F. oxysporum parecen similares, pero estas especies se
distinguen facilmente por la presencia de microconidios en cadenas para F. proliferatum vy la
presencia de clamidosporas y microconidios en cabezas falsas para F. oxysporum (Leslie y

Summerell, 2006) en coincidencia con la evidencia presentada en las Figuras 2.1.3.6 y 2.1.3.7.

Tabla 2.1.3.2. Identificacidon molecular de aislados de Fusarium mediante BLASTn del NCBI (1GS) y
Fusarium-ID (TEF-a).

Cepa Gen BLAST % Identidad  N° Acceso GeneBank
INTA_IF_534 TEF F. proliferatum 99,2 OP784748
INTA_IF_534 IGS F. proliferatum 99,3 OP479865
INTA_IF_535 TEF F. proliferatum 99,0 OP784749
INTA_IF_535 IGS F. proliferatum 99,8 OP479866
INTA_IF_536 TEF F. proliferatum 99,0 0OP784750
INTA_IF_536 IGS F. proliferatum 99,5 0OP479867
INTA_IF_538 TEF F. fujikuroi 99,7 OP784751
INTA_IF_538 IGS F. fujikuroi 99,8 OP479868
INTA_IF_559 TEF  F. oxysporum 99,8 OP784752
INTA_IF_559 IGS F. oxysporum 100 OP479869
INTA_IF_566 TEF  F. oxysporum 99,8 OP784753
INTA_IF_566 IGS  F. oxysporum 100 OP479870
INTA_IF_567 TEF  F. oxysporum 99,4 OP784754
INTA_IF_567 IGS  F. oxysporum 100 OP479871
INTA_IF_569 TEF  F. oxysporum 99,8 OP784755
INTA_IF_569 IGS  F. oxysporum 100 OP479872
INTA_IF_577 TEF  F. oxysporum 99,7 OP784756
INTA_IF_577 1GS F. oxysporum 100 0OP479873
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Figura 2.1.3.4. Aislados de Fusarium en APG. A) INTA IF-534 frente B) INTA IF-534 dorso; C) INTA IF-535
frente; D) INTA IF-535 dorso; E) INTA IF-536 frente; F) INTA IF-536 dorso; G) INTA IF-538 frente; H) INTA
IF-538 dorso; 1) INTA IF-559 frente; J) INTA IF-559 dorso; K) INTA IF-566 frente; L) INTA IF-566 dorso; M)
INTA IF-567 frente; N) INTA IF-567 dorso; O) INTA IF-569 frente; P) INTA IF-569 dorso; Q) INTA IF-577
frente; R) INTA IF-577 dorso. (Barras 10 mm).
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Figura 2.1.3.5. Aislados de Fusarium en tubos de ensayo con APG artesanal. A) INTA IF-534 frente B)
INTA IF-534 dorso; C) INTA IF-535 frente; D) INTA IF-535 dorso; E) INTA IF-536 frente; F) INTA IF-536
dorso; G) INTA IF-538 frente; H) INTA IF-538 dorso; I) INTA IF-559 frente; J) INTA IF-559 dorso; K) INTA IF-

566 frente; L) INTA IF-566 dorso; M) INTA IF-567 frente; N) INTA IF-567 dorso; O) INTA IF-569 frente; P)
INTA IF-569 dorso; Q) INTA IF-577 frente; R) INTA IF-577 dorso.
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(INTA IF-534) B) Polifialides de F. proliferatum (INTA IF-534); C) Falsas cabezas y cadenas de F.
proliferatum (INTA IF-534); D) Microconidios de F. proliferatum (INTA IF-534); E) Macroconidios de F.
proliferatum (INTA IF-534); F) Monofidlides de F. proliferatum (INTA IF-535); G) Polifialides de F.
proliferatum (INTA IF-535); H) Falsas cabezas y cadenas de F. proliferatum (INTA IF-535); 1) Microconidios
de F. proliferatum (INTA IF-535); J) Macroconidios de F. proliferatum (INTA IF-535); K) Monofidlides de
F. proliferatum (INTA IF-536); L) Polifialides de F. proliferatum (INTA IF-536); M) Falsas cabezas y cadenas
de F. proliferatum (INTA IF-536); N) Microconidios de F. proliferatum (INTA IF-536); O) Macroconidios de
F. proliferatum (INTA IF-536); P) Monofidlides de F. fujikuroi (INTA IF-538); Q) Polifidlides de F. fujikuroi (
INTA IF-538); R) Falsas cabezas y cadenas de F. fujikuroi (INTA IF-538); S) Microconidios de F. fujikuroi
(INTA IF-538); E) Macroconidios de F. fujikuroi (INTA IF-538); (A, B, D,E,F, G, 1,J,K, L, N, O, P, QBarra =
20 um; C, H, M, R Barra = 50 um).
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Figura 2.1.3.7. Detalle de estructuras reproductivas de Fusarium spp.. A) Monofialides de F. oxysporum
(INTA IF-559) B) Clamidosporas de F. oxysporum (INTA IF-559) C) Falsas cabezas de F. oxysporum (INTA
IF-559); D) Microconidios de F. oxysporum (INTA IF-559); E) Monofidlides de F. oxysporum (INTA IF-566);
F) Clamidosporas de F. oxysporum (INTA IF-566); G) Falsas cabezas de F. oxysporum (INTA IF-566); H)
Microconidios de F. oxysporum (INTA IF-566); |) Monofialides de F. oxysporum (INTA IF-567); J)
Clamidosporas de F. oxysporum (INTA IF-567); K) Falsas cabezas de F. oxysporum (INTA IF-567); L)
Microconidios de F. oxysporum (INTA IF-567); M) Monofidlides de F. oxysporum (INTA IF-569); N)
Clamidosporas de F. oxysporum (INTA IF-569); O) Falsas cabezas de F. oxysporum ( INTA IF-569); P)
Microconidios de F. oxysporum (INTA IF-569); Q) Monofidlides de F. oxysporum (INTA IF-577; R)
Clamidosporas de F. oxysporum (INTA IF-577); S) ) Falsas cabezas de F. oxysporum (INTA IF-577); T)
Microconidios de F. oxysporum (INTA IF-577); (A, B, D, E, F, H, 1,J,L, M, N, P, Q, R, T Barra =20 um; C, G,
K, O, S, Barra = 50 um).
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e. Agresividad de los aislados

Severidad de dafio aéreo (escala de sintomas aéreos)
En la Tabla 2.1.3.3 se muestran los grados de severidad estimados en los tres ensayos con
variedades de calibrachoa inoculadas con 9 aislados de Fusarium de las distintas especies
obtenidas, analizados en funcién de la agresividad del patdégeno. De acuerdo con la escala
utilizada, los grados mas altos indican capacidad para producir sintomas mads severos.
En el ensayo 1 (exploratorio), las plantas inoculadas con los aislados INTA IF-535, 536 y 566 no
difirieron del testigo (tratado con agua), es decir que dichos aislados no mostraron
patogenicidad mientras que el resto produjo enfermedad.
En el ensayo 2, todos los aislados generaron sintomas, INTA IF-535 y 536 ocasionaron los
mayores dafos.
En el ensayo 3, los aislados INTA IF-534 y 577 no mostraron patogenicidad e INTA IF-566 fue el

gue causé el mayor dafio aéreo.

Tabla 2.1.3.3. Dafios aéreos segun escala en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.

E 1
nsayo Ensayo 3

exploratorio

Ensayo 2

Escala aérea

Escala aérea

Escala aérea

Aislado
(ranking) (ranking) (ranking)
Testigo 22 a (0,0) 278 a (2,2) 99a(0,2)
INTA IF-577 73 bc (2,6) 481 cd (3,8) 155 a (0,6)
INTA IF-569 72 bc (2,6) 444 bc (3,5) 304 bc (2,6)
INTA IF-535 43 ab (0,8) 523d (4,1) 368 de (3,2)
INTA IF-566 53 ab (1,3) 412 bc (3,4) 415e (4,1)
INTA IF-559 53b(1,2) 392 b (3,2) 292 bc (2,3)
INTA IF-538 57 bc (1,6) 440 bc (3,5) 344 cd (2,8)
INTA IF-534 62 bc (1,6) 479 cd (3,8) 150a(0,7)
INTA IF-536 49 ab (1,1) 523d (4,6) 310 bed (2,3)
INTA IF-567 67 bc (2,0) 428 bc (3,4) 268 b (1,9)

Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.
Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

En la Figura 2.1.3.8 se observan plantines de distintas variedades de calibrachoa inoculados, que

presentan los distintos grados de severidad de la escala utilizada.
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Figura 2.1.3.8. Escala de dafio aéreo en variedades de calil:;rachoa (de izquierda a derecha, grados 0 a 5).
A) INTA 06575; B) Pampa Salmon-INTA; C) Overa Fucsia-INTA. Barras 5 cm.
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En la Tabla 2.1.3.4 se presenta la comparacidn entre los ensayos 2 y 3 respecto de los grados de
dafio aéreo. Se observa que Unicamente el aislado INTA IF-569 no presentd diferencias
significativas entre ensayos (valor p= 0,0948), lo que indica que tuvo un comportamiento
constante. Entre los aislados restantes, s6lo INTA IF-534 (valor p< 0,0001) y 566 (valor p=0,0146)
causaron sintomas mas severos en el ensayo 3 que en el ensayo 2. El resto de los aislados
produjo el resultado opuesto. Respecto del valor de la potencia, fue bajo (0,0658) debido a la

alta variabilidad y la pequeiia diferencia entre las medias muestrales.

Tabla 2.1.3.4. Dafios aéreos segun escala en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.
Comparacion de resultados de ensayos 2 y 3.
Ensayo2 Ensayo3

Aislado (ranking)  (ranking) Valor p
Testigo 15a Ob 0,0031
INTA IF-534 0,1a 4b <0,0001
INTA IF-535 0,1a 4b <0,0001
INTA IF-536 5a 2b <0,0001
INTA IF-538 4a 2b <0,0001

INTA IF-559 3a 2b 0,003

INTA IF-566 3a 4b 0,0146
INTA IF-567 4a 1b <0,0001
INTA IF-569 3a 3a 0,0948
INTA IF-577 4a 0,6 b <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Severidad de dafio aéreo (peso seco de la parte aérea)

En la Tabla 2.1.3.5 se muestran los pesos secos aéreos registrados en los tres ensayos de las
variedades de calibrachoa inoculadas con 9 aislados de Fusarium, analizados en funcién de la
agresividad del patdgeno.

En el ensayo 1 (exploratorio) no hubo diferencias significativas entre el peso seco aéreo de las
plantas inoculadas y las plantas del tratamiento testigo (agua), es decir que ningun aislado
disminuyd la materia seca.

En el ensayo 2 solo INTA IF-566 disminuyd el peso aéreo de las plantas respecto del testigo (34
%). En el ensayo 3, Unicamente INTA IF-538, 536 y 566 redujeron el peso aéreo (en un 17, 14y

14 % respectivamente).
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Tabla 2.1.3.5. Peso seco de parte aérea en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.

Ensayo 1
. Ensayo 2 Ensayo 3
exploratorio
. Peso seco Peso seco Peso seco
Aislado . . .
aéreo (mg)* aéreo (mg)* aéreo (mg)*
Testigo 743 ab 87 bed 77 cde
INTA IF-577 777 ab 88 bcd 79 de
INTA IF-569 787 ab 78 b 68 abc
INTA IF-535 794 ab 77 b 70 abc
INTA IF-566 899 ab 57 a 66 ab
INTA IF-559 918 ab 101d 72 bed
INTA IF-538 926 ab 90 cd 64 a
INTA IF-534 928 ab 88 bcd 75 cde
INTA IF-536 980 b 81lb 66 ab
INTA IF-567 1036 b 85 bcd 82e

*Valores medios. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

En la Tabla 2.1.3.6 se presentan los resultados de la comparacion estadistica entre los ensayos
2 y 3 para la variable peso seco aéreo. No se detectaron diferencias significativas entre las
plantas testigo y las inoculadas con INTA IF-567 (valor p= 0,6281 y 0,8998, respectivamente).
En el ensayo 2 hubo una menor reduccién del peso seco aéreo que en el ensayo 3, para las
inoculaciones con los aislados INTA IF-534, 535, 536, 538, 569 y 577 (valor p= 0,0275; 0,0144;
0,0117; 0,0175; < 0,0001 y 0,0003, respectivamente).

Por otro lado, en el ensayo 3 se observé menor reduccién del peso seco aéreo que en el ensayo
2 para las inoculaciones con INTA IF-559 y 566 (ambos con valor p< 0,0001).

Con respecto a la potencia, tanto en los tratamientos testigo como INTA IF-567 se obtuvo un
valor de 1, es decir que la comparacion realizada es robusta respecto a las minimas diferencias

observadas y al nivel de significacién de las pruebas.

52



Tabla 2.1.3.6. Peso seco de parte aérea en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.
Comparacién de resultados de ensayos 2 y 3.

Aislado Ensayo 2 (mg) Ensayo3(mg) Valorp

Testigo 78 a 75a 0,6281
INTA IF-534 99a 83b 0,0275
INTA IF-535 85a 67 b 0,0144
INTA IF-536 89a 68 b 0,0117
INTA IF-538 90 a 68 b 0,0175
INTA IF-559 12 a 78 b <0,0001
INTA IF-566 12 a 64 b <0,0001
INTA IF-567 76 a 75b 0,8998
INTA IF-569 105a 66 a <0,0001
INTA IF-577 108 a 78 b 0,0003

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Severidad dafio radical (escala de sintomas en raiz)

En la Tabla 2.1.3.7 se muestran los grados de severidad estimados en los tres ensayos con
variedades de calibrachoa inoculadas con 9 aislados de Fusarium, analizados en funcién de la
agresividad del patégeno. De acuerdo con la escala utilizada, los grados mds altos indican
capacidad para producir sintomas mas severos.

Puede observarse que en el ensayo 1 (exploratorio) no se detectaron diferencias significativas
entre tratamientos.

En el ensayo 2 todos los aislados de Fusarium generaron dafios y difirieron del testigo con
aplicacion de agua (p<0,05). Los dafios visualmente mas significativos los produjeron los aislados
INTA IF-567 e 566, mientras que los aislados INTA IF-559 y 538 produjeron dafios mds leves. En
cuanto al ensayo 3, excepto para el aislado INTA IF-577, todos los restantes generaron
diferencias en la escala de dafio radical, con evidencia de patogenicidad. Los aislados INTA IF-
569, 535 y 566 produjeron los dafios mas elevados mientras que los aislados INTA IF-559, 538 y

534 mostraron los mas leves.
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Tabla 2.1.3.7. Dafio radical en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.

e)li:::lya‘i:rio Ensayo 2 Ensayo 3

Escala radical Escala radical Escala radical
Aislado (ranking) (ranking) (ranking)
Testigo 2a(2,6) 273 a (2,5) 97 a(1,5)
INTA IF-577 3a(2,3) 513 de (3,2) 88a(1,4)
INTA IF-569 2a(2,7) 395 bc (2,9) 358 ¢ (4,3)
INTA IF-535 3a(2,3) 451 cd (3,1) 360 c (4,3)
INTA IF-566 3a(2,0) 581 ef (3,5) 369 c (4,3)
INTA IF-559 3a(2,2) 362 b (2,8) 271 b (3,4)
INTA IF-538 3a(2,4) 364 b (2,8) 289 b (3,6)
INTA IF-534 2a(2,9) 395 bc (2,9) 277 b (3,5)
INTA IF-536 3a(1,8) 520 de (3,3) 282 b (3,6)
INTA IF-567 2a(2,9) 651f(3,7) 314 bc (3,8)

Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.
Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

En la Figura 2.1.3.9 pueden observarse las escalas de dafio radical utilizadas; las fotografias

muestran plantines de cada variedad con distintos grados de severidad.
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Figura 2.1.3.9. Escala de dafio radical en variedades de calibrachoa (de izquierda a derecha, grados 1 a
4). A) INTA 06575; B) Pampa Salmdn-INTA; C) Overd Fucsia-INTA. Barras 5 cm.

En la Tabla 2.1.3.8 se observa la comparacion de los resultados de los ensayos 2 y 3 de
estimaciones mediante la escala de dafio radical. Los tratamientos testigo (agua) e INTA IF-577
presentaron mayor dafio en el ensayo 2 que en el 3 (en ambos casos valor p< 0,0001). Los
aislados INTA IF-535 y 569 (ambos con valor p< 0,0001), generaron mayor dafio radical en el
ensayo 3. Para el resto de los aislados (INTA IF-534, 536, 538, 559, 566 y 567) no se detectaron
diferencias significativas entre ambos ensayos. Los valores de potencia para tales aislados
(0,0540; 0,0523; 0,0526; 0,0538; 0,0543 y 0,0567 respectivamente) no son elevados, ya que la

diferencia minima a encontrar es baja respecto al nimero de repeticiones propuesto.
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Tabla 2.1.3.8. Dafio radical en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.
Comparacién de resultados de ensayos 2y 3
Ensayo 2 Ensayo 3

Aislado (ranking)  (ranking) Valor p

Testigo 2a 1b <0,0001
INTA IF-534 3a 3a 0,16
INTA IF-535 3a 4b <0,0001
INTA IF-536 3a 3a 0,87
INTA IF-538 3a 3a 0,36
INTA IF-559 3a 3a 0,86
INTA IF-566 3a 4a 0,08
INTA IF-567 432 3a 0,26
INTA IF-569 3a 4b <0,0001
INTA IF-577 3a 1b <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Severidad de dafio radical (peso seco de raiz)

En la Tabla 2.1.3.9 se muestran los resultados (analizados segun el factor cepa) de los tres
ensayos con las variedades de calibrachoa inoculadas con los 9 aislados de Fusarium en estudio.
Puede observarse que el analisis estadistico para el ensayo 1 (exploratorio) no detectd
diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05). Al margen de esto -numéricamente- los
aislados INTA IF-569 y 577 redujeron el peso seco de las raices de las plantas con respecto al
testigo (agua).

Con respecto al ensayo 2, los aislados INTA IF-567, 577, 559, 538 y 534 fueron estadisticamente
idénticos al testigo, mientras que INTA IF-536, 535 y 569 disminuyeron el peso seco radical (62,
39y 37 % respectivamente) con evidencia de patogenicidad. En contraposicion, el aislado INTA
IF-566 generd aumentos en el peso seco de raiz respecto del testigo (140 %). En el tercer ensayo,
tres aislados se comportaron de manera similar al testigo (INTA IF-536, 534 y 577), mientras que
seis aislados tuvieron la capacidad de disminuir significativamente el peso seco de las raices en
distintos porcentajes: INTA IF-566 (61 %), 569 (36%), 538 (31%), 559 (30 %), 567 (26 %) y 535 (24
%).
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Tabla 2.1.3.9. Peso seco de raices en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.

efoT:::; :io Ensayo 2 Ensayo 3
Peso seco Peso seco Peso seco
Aislado
raiz (mg)* raiz (mg)* raiz (mg)*
INTA IF-569 192 a 9ab 9b
INTA IF-577 199a 12 bc 16d
Testigo 202 a 15c 14d
INTA IF-559 240 a 12 bc 10,5b
INTA IF-567 247 a 10 abc 10 bc
INTA IF-534 261 a l4c 13 cd
INTA IF-538 262 a 13 bc 10b
INTA IF-566 289 a 36d 5a
INTA IF-535 298 a 9ab 10 bc
INTA IF-536 311a 6a 12 cd

*Valores medios. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

En la Tabla 2.1.3.10 se muestra el resultado de la comparacién estadistica de los ensayos 2 y 3.
La inoculaciéon con los aislados INTA IF-536 y 577 generd peso seco significativamente mayor en
el ensayo 3 que en el 2 (valor p< 0,0001 y 0,0031, respectivamente). En contraposicion, la
inoculacidn con los aislados INTA IF-566 y 569 presentd mayor peso seco radical en el ensayo 2
que en el ensayo 3 (valor p< 0,0001 y 0,0160, respectivamente). En el resto de los tratamientos
(testigo, INTA IF-534, 535, 538, 559 y 567) no se encontraron diferencias significativas en el peso
seco radical entre ambos ensayos.

Respecto de la potencia del analisis estadistico, para los tratamientos testigo, INTA IF-534, 535,
559 y 567 se obtuvieron valores bajos (0,4793; 0,3697; 0,4971; 0,3676 y 0,2318
respectivamente) ya que la diferencia minima a encontrar fue baja respecta al nimero de
repeticiones propuesto. Sin embargo, en el caso de la cepa INTA IF-538 se obtuvo un valor
elevado de potencia (0,9852) ya que la diferencia minima significativa fue superior a los

tratamientos previamente mencionados.
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Tabla 2.1.3.10. Peso seco de raices en calibrachoas inoculadas con aislados de Fusarium spp.
Comparacién de resultados de ensayos 2y 3

Aislado Ensayo 2 (mg) Ensayo3(mg) Valorp

Testigo 15a 16 a 0,607
INTA IF-534 15a 18 a 0,154
INTA IF-535 10a 12 a 0,303
INTA IF-536 7a 14b <0,0001
INTA IF-538 13a 13a 0,938
INTA IF-559 12 a 10a 0,396
INTA IF-566 79 a 7b <0,0001
INTA IF-567 9a 10a 0,514
INTA IF-569 11a 7b 0,016
INTA IF-577 13a 19b 0,003

Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p< 0,05).

A partir de los resultados hasta aqui presentados, puede afirmarse que el comportamiento de
los aislados de Fusarium inoculados en las distintas variedades de calibrachoa fue muy diverso.
La categorizacion de los aislados en estudio por su agresividad resulté dificultosa por la poca
constancia de los resultados obtenidos. INTA IF-535 (F. proliferatum) tuvo un comportamiento
constante en la generacion de dafios aéreos y radicales (cuantificados segun grados en escalas)
y en la disminucién del peso seco radical. INTA IF-536 (F. proliferatum) mostré capacidad para
infectar a las distintas variedades de calibrachoa, con un desempefiio diferencial respecto del
resto de los aislados. Se destacé por causar dafios (segln escalas) en la parte aérea y radical y
por disminuir el peso aéreo y radical de las plantas. INTA IF-559, INTA IF-566 e INTA IF-567 (F.
oxysporum) produjeron dafios aéreos o radicales de menor magnitud (INTA IF-559 solo
disminuyd el peso seco radical en el ensayo 3, INTA IF-566, disminuyd el peso seco aéreo en
ambos ensayos, pero aumentd el peso seco radical en el ensayo 2 e INTA IF-567 disminuy? el
peso seco aéreo y radical solo en el ensayo 3).

Burlakoti et al. (2012) evaluaron la agresividad de distintas especies de Fusarium, incluida F.
oxysporum, en remolacha azucarera y concluyeron que la frecuencia de aislamientos patdgenos
y el grado de virulencia fue variable. Masratul Hawa et al. (2016) evaluaron 40 aislados de F.
fujikuroi patégenos de fruto del dragdn (Hylocereus polyrhizus (F.A.C. Weber) Britton & Rose),
detectaron diferencias significativas de agresividad y categorizaron a cinco aislados como
altamente agresivos, 15 como moderadamente agresivos y 20 como de baja agresividad. En
estudios desarrollados por Clavijo Castro (2014) en variedades de aji (Capsicum annuum L.)
inoculadas con Fusarium spp., se seleccionaron 20 aislados de los 70 bajo estudio por su elevada
capacidad para provocar marchitamiento, lo que puso en evidencia la capacidad diferencial para

generar dafo en un hospedante.
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El comportamiento desigual de los aislados evaluados de Fusarium spp. al establecer una
relacidn parasitica con su hospedante podria explicarse por diferencias genéticas entre especies
y cepas. Miedaner (1996) evalud la base genética de la agresividad de 42 aislados de F. culmorum
en centeno (Secale cereale L.) en cinco ambientes distintos, encontré que el comportamiento
de los aislados fue similar en los ambientes estudiados y que una alta proporcién de la
variabilidad fenotipica estuvo controlada por varios genes. Las diferencias cuali y cuantitativas
en la produccidon de enzimas y toxinas son posibles causas de la gran variacién en agresividad.
Cuomo et al. (2007) consideraron que las diferencias en la agresividad de F. graminearum como
agente causal del tizén de la espiga del trigo y la cebada, estarian relacionadas con las diferencias
de secuencia en los genes que se expresan durante la infeccion de la planta. De Vega Bartol et
al. (2011) en estudios en poroto (Phaseolus vulgaris L.) observaron que el factor de transcripcién
ftf1 (Fusarium transcription factor 1) solo se expresa durante las infecciones y que las cepas
altamente agresivas poseen multiples copias de este gen. Por su parte Pariaud et al. (2009)
mencionaron que la produccion de micotoxinas (que inducen necrosis en las plantas)
generalmente se considera un componente de la agresividad, pero la relacion entre la severidad
de la enfermedad y la produccién de micotoxinas no es directa. Tradicionalmente, se supone
que la agresividad estd determinada poligénicamente (al igual que la mayoria de los rasgos
cuantitativos), sin embargo, tanto la evidencia experimental como la teoria siguen siendo
escasas, y aun queda mucho por investigar sobre las modalidades de adaptacion de los
patdgenos a sus hospedantes para los rasgos cuantitativos. Por lo tanto, es necesario acumular
conocimientos sobre determinantes genéticos y ambientales de la agresividad, y la capacidad
de los patégenos para responder a las presiones de seleccidn impuestas por las resistencias
cuantitativas del hospedante (Pariaud et al., 2009).

La mayoria de los estudios que vinculan la agresividad con el ambiente son limitados al efecto
de la temperatura. Es bien sabido que esta influye en el desarrollo de los patdgenos, asi como
en la expresion de la resistencia del hospedante. Su efecto sobre los componentes de
agresividad se ha establecido para muchas especies patdgenas y presenta un éptimo para la
germinacion de esporas, el desarrollo de lesiones y la esporulacién. Sin embargo, la respuesta
puede diferir entre individuos (Milus et al., 2006).

A la vista de los resultados obtenidos, es necesario seguir profundizando mediante
experimentos que clarifiquen los mecanismos mediante los cuales las especies y los aislados de
Fusarium patogenos de calibrachoa ejercen su accién. A pesar de que en muchos casos no se
observé consistencia en los resultados, el presente estudio permitié categorizar a los aislados

INTA IF 535 y 536 como alta y medianamente agresivos.
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f. Rango de hospedantes de los aislados

La Tabla 2.1.3.11 muestra los resultados de la inoculacién de los aislados de Fusarium en las
especies vegetales bajo estudio. En la misma pueden observarse tanto resultados positivos
como negativos de patogenicidad.

Al analizar los resultados desde el punto de vista de la respuesta del hospedante, calibrachoa
Pampa Salmon-INTA expresé sintomas en todos los casos, excepto cuando fue inoculada con
INTA IF-649 (F. oxysporum f. sp. cyclaminis) e INTA IF-648 (F. oxysporum f. sp. lycopersici). Los
sintomas se iniciaron con clorosis apical y curvado de foliolos (en 7 dias para los aislados INTA
IF-534, 535, 536 y 559 y en 10 a 12 dias para los aislados INTA IF-538, 566, 567, 569 y 577). Se
generalizé la clorosis, las plantas perdieron turgencia y se marchitaron entre los 14 a 24 dias de
la inoculacion. Las plantas inoculadas con los aislados INTA IF-534, 535, 536 y 559, que iniciaron
sintomas mas tempranamente, se marchitaron mas rapido (Figura 2.1.3.10).

Las plantas de nierembergia solo se enfermaron cuando fueron inoculadas con los aislados INTA
IF-559 y 566. Los sintomas se iniciaron con clorosis apical (14 dias desde la inoculacidn para el
primero y 16 para el segundo), pérdida de turgencia y marchitez generalizada (25 dias desde la
inoculacidn para el primero y 23 para el segundo) tal como puede observarse en la Figura
2.1.3.11. Las plantas de petunia inoculadas con los aislados INTA IF-534, 535, 536 y 559
mostraron clorosis en las hojas apicales a los 11 dias de la inoculacién, seguida de pérdida de
turgencia (14 dias desde la inoculacién para los aislados INTA IF-534, 535 y 559 y 17 dias para
INTA IF-536) y marchitez (18 dias desde la inoculacién para INTA IF-534, 535 y 559 y 23 para
INTA IF-536) tal como se evidencia en la Figura 2.1.3.12.

En cuanto a las evaluaciones sobre tomate, los aislados patégenos de calibrachoa y cyclamen no
generaron sintomas, mientras que el aislado INTA IF-648 (F. oxysporum f. sp. lycopersici) los
produjo. A los 11 dias de la inoculacién comenzé a observarse clorosis en hojas basales de uno
de los laterales de la planta. Las mismas perdieron turgencia y se marchitaron en 18 dias, con el
avance de estos sintomas en sentido acrépeto. La muerte de las plantas ocurrid a los 31 dias
desde la inoculacién (Figura 2.1.3.13). Los testigos se mantuvieron sin sintomas.

En lo que respecta a las pruebas de patogenicidad en salvia, en todos los casos fueron negativas,

ya que las plantas no mostraron sintomas.
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Tabla 2.1.3.11. Pruebas de patogenicidad de 10 aislados de Fusarium en diversas familias botanicas.

Especie y Variedad vegetal Aislado Especie Patogenicidad*
Calibrachoa Pampa Salmoén-INTA - - -
Calibrachoa Pampa Salmon-INTA INTA IF-534 F. proliferatum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-535 F. proliferatum +
Calibrachoa Pampa Salmoén-INTA INTA IF-536 F. proliferatum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-538 F. fujikuroi +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-559 F. oxysporum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-566 F. oxysporum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-567 F. oxysporum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-569 F. oxysporum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-577 F. oxysporum +
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-648  F. oxysporum f. sp. lycopersici -
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTAIF-649  F. oxysporum f. sp. cyclaminis -
Nierembergia Estrella INTA-JICA - - -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-534 F. proliferatum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-535 F. proliferatum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-536 F. proliferatum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-538 F. fujikuroi -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-559 F. oxysporum +
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-566 F. oxysporum +
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-567 F. oxysporum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-569 F. oxysporum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-577 F. oxysporum -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-648  F. oxysporum f. sp. lycopersici -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTAIF-649  F. oxysporum f. sp. cyclaminis -

Petunia Dreams Burgundy - - -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-534 F. proliferatum +

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-535 F. proliferatum +

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-536 F. proliferatum +

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-538 F. fujikuroi -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-559 F. oxysporum +

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-566 F. oxysporum -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-567 F. oxysporum -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-569 F. oxysporum -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-577 F. oxysporum -

Petunia Dreams Burgundy INTA IF-648  F. oxysporum f. sp. lycopersici -

Petunia Dreams Burgundy INTAIF-649  F. oxysporum f. sp. cyclaminis -

Tomate Platense - - -
Tomate Platense INTA IF-534 F. proliferatum -
Tomate Platense INTA IF-535 F. proliferatum -
Tomate Platense INTA IF-536 F. proliferatum -
Tomate Platense INTA IF-538 F. fujikuroi -
Tomate Platense INTA IF-559 F. oxysporum -
Tomate Platense INTA IF-566 F. oxysporum -
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Tomate Platense
Tomate Platense
Tomate Platense
Tomate Platense
Tomate Platense
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red
Coral Mojave Red

Coral Mojave Red

INTA IF-567
INTA IF-569
INTA IF-577
INTA IF-648
INTA IF-649
INTA IF-534
INTA IF-535
INTA IF-536
INTA IF-538
INTA IF-559
INTA IF-566
INTA IF-567
INTA IF-569
INTA IF-577
INTA IF-648
INTA IF-649

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. lycopersici
F. oxysporum f. sp. cyclaminis

F. proliferatum

F. proliferatum

F. proliferatum

F. fujikuroi

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. lycopersici

F. oxysporum f. sp. cyclaminis

*+ plantas con sintomas; - plantas asintomaticas.
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Figura 2.1.3.10. Dafio aéreo ocasionado por aislados de Fusarium en calibrachoa Pampa Salmén-INTA a
los 14 dias de la inoculacidn. A) Testigo; B) INTA IF-534; C) INTA IF-535; D) INTA IF-536; E) INTA IF-538; F)
INTA IF-559; G) INTA IF-566; H) INTA IF-567; 1) INTA IF-569; J) INTA IF-577. (Barras 2 cm).
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Figura 2.1.3.11. Dafio aéreo ocasionado por aislados de Fusarium en nierembergia Estrella INTA-JICA a
los 23 dias desde la inoculacidon. A) Testigo; B) INTA IF-559; C) INTA IF-566. (Barras 2 cm).
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Figura 2.1.3.12. Daiio aéreo ocasionado por aislados de Fusarium en petunia Dreams Burgundy a los 18
dias desde la inoculacidn. A) Testigo; B) INTA IF-534; C) INTA IF-535; D) INTA IF-536; E) INTA IF-559.
(Barras 2 cm).

Figura 2.1.3.13. Daflo aéreo ocasionado por aislados de Fusarium en tomate Platense a los 31 dias desde
la inoculacion. A) Testigo; B) INTA IF-648. (Barras 2 cm).
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A pesar de la amplia variedad de especies vegetales que pueden ser atacadas por especies de
Fusarium, algunos aislados de F. oxysporum suelen ser especificos del hospedante (Matié et al.,
2018). La identificacion de una forma specialis (f. sp.) se basa en ensayos de patogenicidad
(Recorbet et al., 2003) respaldados por herramientas de identificacion molecular (Lievens et al.,
2012). Asi, los aislados que logran establecer relaciones de patogenicidad en un hospedante se
asignan a la misma f. sp. (Ma et al., 2013). Evidentemente, los aislados de tomate y cyclamen
inoculados en estos ensayos no pudieron afectar a las plantas de calibrachoa, nierembergia y
coral por su especificidad (f. sp. lycopersici y f. sp. cyclaminis), pero si las plantas de tomate
fueran altamente afectadas por el aislado de la f. sp. lycopersici (Figura 2.1.3.13). Por otra parte,
las cepas de Fusarium aisladas de calibrachoa, no tuvieron la capacidad de generar infecciones
en tomate ni en salvia, pero causaron distintos dafios en calibrachoa, nierembergia y petunia,
géneros de la familia de las solanaceas muy emparentados con calibrachoa. En 2018, Mati¢ et
al. identificaron un aislado de F. oxysporum f. sp. chrysanthemi como el agente causal de la
marchitez de rudbeckia (Rudbeckia fulgida Aiton) lo que les permitié sumar una especie a la lista
de hospedantes susceptibles a este patdgeno, entre los que ya se encontraban el crisantemo
(Chrysanthemum indicum L.), la gerbera (Gerbera jamesonii Bolus), la dimorfoteca
(Osteospermum fructicosum L.) y la margarita (Argyranthemum frutescens L.), todas integrantes
de la familia de las asteraceas. Para los aislados INTA IF-559 e INTA IF-566 (ambos F. oxysporum),
se deberian profundizar los estudios para establecer la especificidad con los hospedantes
estudiados ya que, al margen de que no se observaron dafios vasculares, la afeccién fue similar
tanto en las plantas del género Calibrachoa, como en las de Nierembergia y Petunia.
Vakalounakis (1996) estudié la pudricion de la raiz y base de tallo de pepino (Cucumis sativus L.)
causada por F. oxysporum y detecté que esta infeccion era diferente a la ocasionada por las
formae specialis cucumerinum y cucurbitae ya que no afectaba el sistema vascular de las plantas.
Luego de inocular 18 especies de las familias quenopodiaceas, cruciferas, cucurbitaceas,
leguminosas, solandceas y umbeliferas, detectd que esta f. sp. sélo afectaba a pepino (Cucumis
sativus L.), meldn (Cucumis melo L.) y esponja (Luffa aegyptiaca Mill.) y propuso el nombre
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum Vakal. por tratarse de un patdgeno especifico
de estas plantas, con una sintomatologia diferencial. En contraposicién con las experiencias
mencionadas, Zhou et al. (2010) realizaron estudios en los que inocularon plantas de las familias
cucurbitaceas, solandceas, amarantdceas y asteraceas: cinco variedades de sandia (Citrullus
lanatus Thunb.), dos variedades de pepino (C. sativus L.), diez variedades de meldn (C. melo L.),
dos variedades de calabaza (Cucurbita pepo L.), dos variedades de calabacin (Cucurbita spp.),
una variedad de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), una variedad de maiz (Zea mays L.) y

una variedad de espinaca (Spinacia oleracea L.) con 4 aislados de Fusarium oxysporum f. sp.
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niveum, aislados de sandias marchitas. En esta experiencia, sélo las plantas del género Citrullus,
de la familia de las cucurbitaceas, fueron afectadas por marchitamiento. Esto indicé que los
aislados de Fusarium eran especificos de sandia y que su designacién valida era f. sp. niveum.
La especializacion en diferentes plantas hospedantes es una de las caracteristicas de F.
oxysporum (Gordon y Martyn, 1997). La transferencia horizontal de genes de patogenicidad es
bien conocida para dicho complejo de especies (Van der Does y Rep, 2007). Por tanto, el cultivo
intensivo de un gran nimero de especies vegetales ofrece a este patdgeno la posibilidad de
nuevas especializaciones (Ortu et al., 2018).

F. proliferatum tiene una gama de hospedantes notablemente amplia y se ha aislado de al menos
25 especies de plantas, incluidos multiples géneros de dicotileddneas, al menos dos géneros de
coniferas y monocotiledéneas ampliamente cultivadas como maiz, arroz y trigo (Proctor et al.,
2010). En el presente estudio se ha podido comprobar que los aislados INTA IF-534, 535 y 536
poseen la capacidad de generar pudricidén basal y marchitez en calibrachoa y petunia pero no en
el resto de las plantas evaluadas. Aunque en los ultimos afios se han multiplicado las referencias
sobre la patogenicidad de F. proliferatum, que incluyen varios cultivos en muy diferentes zonas
climdticas, no se ha identificado una clara especificidad como ocurre en las formae specialis de
otras especies del mismo género como F. oxysporum (Galvez y Palmero, 2022). En estudios
realizados en invernadero por Okello y Mathew (2019), pudo observarse que cuatro aislados de
F. proliferatum obtenidos de soja y maiz podian generar dafios en ambos cultivos sin
evidenciarse especificidad en relacidon con alguno de ellos. Segin Galvez y Palmero (2022) F.
proliferatum tiene una variabilidad genética muy amplia y si bien no presenta especificidad con
sus hospedantes, se puede identificar cierta consistencia en su asociacidon con especies del

género Allium.

2.1.4. Conclusiones

e Las cepas de Fusarium proliferatum INTA IF-534, 535 y 536, de Fusarium fujikuroi INTA
IF-538 y de Fusarium oxysporum INTA IF-559, 566, 567, 569 y 577 causan marchitez en
calibrachoa, debida a una pudricion basal.

e Los aislados de Fusarium proliferatum INTA IF-535 e INTA IF-536 son altamente
agresivos, al igual que el aislado de Fusarium oxysporum INTA IF-569.

e Los aislados de Fusarium oxysporum INTA IF-566, INTA IF-559 e INTA IF-538 son
moderadamente agresivos.

e El aislado de Fusarium proliferatum INTA IF-534 y los aislados de Fusarium oxysporum

INTA IF-567 e INTA IF-577 son levemente agresivos.
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Los aislados de Fusarium proliferatum INTA IF-534, 535 y 536 y el aislado de Fusarium
oxysporum INTA IF-559 de calibrachoa son ademds patdgenos de Petunia Dreams
Burgundy vy los aislados de Fusarium oxysporum INTA IF-559 y 566 son patégenos de
Nierembergia Estrella INTA-JICA.

Este es el primer reporte de estos patégenos como causantes de enfermedad en

calibrachoa.
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2.2. Sclerotinia sclerotiorum

2.2.1. Introduccion

El género Sclerotinia Fuckel se ubica en la division Ascomycota, clase Discomycetes, orden
Helotiales, familia Sclerotiniaceae. S. sclerotiorum (Lib.) de Bary es una especie fitopatégena
altamente destructiva con una amplia gama de hospedantes (Hou et al., 2018). Fue descrita por
Libert (1837) como Peziza sclerotiorum y cambid la denominacion hasta adoptar el nombre
actual en 1884. Los sintomas que ocasiona son muy variados (Bolton et al., 2006). Por lo general
incluyen marchitez, detencion del crecimiento, muerte de plantas y destruccion de los 6rganos
cosechados. Los tejidos invadidos por el hongo muestran una podredumbre de consistencia
blanda a semiblanda, de color pardo claro a castafio (Delhey et al., 2009). Purdy (1979) realizé
una revision bibliografica en la que resumié los nombres que reciben las enfermedades causadas
por este patdgeno, por ejemplo, pudricién algodonosa, pudricién blanda acuosa, pudricién del
tallo, pudricién de la corona, pudricién de frutos y moho blanco.

S. sclerotiorum presenta micelio blanco con hifas hialinas, septadas, ramificadas vy
multinucleadas, sin produccién de conidios (Bolton et al., 2006). Una caracteristica con
importante valor epidemiolégico es su capacidad para generar esclerocios. Estos son cuerpos
duros de color negro y de forma variable, que inicialmente se visualizan como agregados de
micelio que exudan gotas brillantes de aspecto plateado y en pocos dias adquieren su aspecto
final. Cuando se desarrollan en cavidades del tejido vegetal pueden tomar la forma y el tamafio
de estas (Delhey et al., 2008). La corteza exterior negra de varias células de espesor contiene
melanina, un compuesto que juega un papel importante en la proteccion contra condiciones
ambientales adversas (rayos UV, desecacidn, etc.) y degradaciones microbianas (Bell y Wheeler,
1986; Henson et al., 1999). Los esclerocios pueden sobrevivir hasta 10 afos en el suelo, y
constituyen la principal fuente de indculo de la enfermedad. Su aumento en el tiempo puede
darse por formacién de esclerocios secundarios en el suelo o por colonizacién de nuevos
hospedantes y formacién de nuevos esclerocios (Adams y Ayers, 1979).

Las infecciones de plantas susceptibles pueden ocurrir a partir del micelio que se origina luego
de la germinacion de los esclerocios en el suelo (Purdy, 1979). Al principio de la infeccion las
plantas pueden no parecer afectadas por la enfermedad. Sin embargo, a medida que el hongo
avanza hacia los tallos principales, normalmente se produce la marchitez. Al envejecer las
lesiones, los tejidos infectados aparecen blanqueados y a menudo se desintegran, con excepcion

de los haces vasculares (Bolton et al., 2006).
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Los dafios que causa en cultivos de alto impacto econdmico son tales, que desde 2002 Estados
Unidos posee la Iniciativa Nacional de Sclerotinia administrada por el Departamento de
Agricultura (USDA), que financia investigaciones por un millén de délares al afio con el fin de
ampliar la base de conocimiento de su biologia y manejo.

Actualmente se encuentran citadas 701 especies dicotileddéneas hospedantes en el mundo (Farr
y Rossman, 2023), entre las cuales se pueden mencionar la petunia (Petunia hybrida E.Vilm.,
Solanaceas) (Shaw, 1973); el clavel (Dianthus caryophyllus L., Caryophyllaceas) (Vinod Kumar et
al., 2015); la dalia (Dahlia Cav., Asteraceas) (Conners, 1967); la begonia (Begonia tuberosa Sessé
& Moc., Begoniaceas) (French, 1989); el poroto (Phaseolus vulgaris L., Fabaceas) (Aban et al.,
2018) y el ardandano (Vaccinium corymbosum L., Ericaceas) (Perez et al., 2011b).

Durante octubre de 2019 se observé pudricidon basal en plantas de calibrachoa de la variedad
INTA 06575 cultivadas en un invernadero de propagacion en Hurlingham, Buenos Aires. Los
sintomas incluyeron oscurecimiento y marchitamiento de las hojas (incidencia 10 %) (Figura
2.2.2.1). En la base de las plantas marchitas y en la superficie cercana del suelo era evidente la
presencia de matas de micelio blanco con esclerocios que median 2 a 8 mm. Con posterioridad,
en marzo de 2020 pudo detectarse atizonamiento en plantas de la misma variedad e idéntico

invernadero. El objetivo planteado fue identificar el agente causal de la sintomatologia.

Figura 2.2.2.1. Calibrachoa INTA 06575. Planta marchita (izquierda) y planta sana (derecha) (Barra escala
40 mm).
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2.2.2. Materiales y métodos

a. Recoleccion de plantas enfermas

Se tomaron muestras de plantas enfermas para su posterior observacién en el laboratorio. Se

describieron las caracteristicas y la evolucion de los sintomas.

b. Aislamiento y conservacion de microorganismos asociados

Las plantas marchitas se retiraron de las macetas, se extrajo el sustrato y se lavaron las raices
con agua corriente. Se observaron tanto la base como las raices bajo una lupa de diseccidn
Olympus® SZX9 y se fotografiaron. La técnica de desinfeccién superficial de las porciones
enfermas fue la misma que en el apartado 2.1.2.b. También se tomd material fungico
directamente del signo constituido por micelio y esclerocios. Para las ramas de las plantas
atizonadas se repitié la metodologia.

Se eligid un aislado para proseguir los estudios. Se realizaron cultivos monohifales para su
conservacion, que se iniciaron a partir de la siembra en agar agua de puntas de hifa obtenidas

de suspensiones de micelio provenientes de diluciones seriadas en agua destilada estéril.

c. Pruebas de patogenicidad

Para estudiar la patogenicidad del aislado obtenido de plantas marchitas se colocaron discos de
agar de 10 mm? obtenidos de un cultivo de 7 dias en APG sobre las bases de los tallos de 12
calibrachoas sanas de 2 meses cultivadas en macetas n° 10. El inéculo se envolvié con algodoén
humedecido de modo de favorecer la infeccién (Choi et al., 2017). Cuatro plantas tratadas con
discos de APG estériles de 10 mm? cubiertos con algoddn se utilizaron como testigos. Cada
planta se mantuvo dentro de una bolsa de polietileno por 72 h y todas se mantuvieron en una
camara de crecimiento a 20 °C.

A los efectos de evaluar la capacidad del patdgeno de generar infecciones aéreas, se colocaron
discos de APG con desarrollo de 7 dias sobre las hojas y se cubrieron con bolsas plasticas durante
72 horas. Se realizaron 6 repeticiones por tratamiento, con y sin heridas punzantes en las bases
de los tallos. Los testigos fueron tratados con trozos de APG estéril y se mantuvieron en cdmara

de crecimiento a 20° C.
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d. Identificacion taxondmica

Se observaron las caracteristicas del aislado a ojo desnudo y bajo lupa. A los fines de realizar la
identificacion molecular, se extrajo ADN gendmico segun el método de Stenglein y Balatti (2006)
y se amplificod la region del espaciador transcrito interno (ITS) del rDNA con los cebadores

ITS1/ITS4 (White et al., 1990). La secuencia resultante se deposité en GenBank.

e. Rango de hospedantes del aislado

Con el objetivo de aportar datos complementarios para la caracterizacidn del patdgeno, se
procedid a evaluar el rango de hospedantes potenciales del aislado en estudio. Para ello se
utilizé la metodologia propuesta en el apartado 2.1.2.e. y se inocularon plantas de calibrachoa
Pampa Salmdn-INTA, nierembergia Estrella INTA-JICA, Petunia Dreams Burgundy, Tomate

Platense y Coral Mojave Red.

2.2.3. Resultados y discusion

a. b. Recoleccion de plantas enfermas y aislamiento de microorganismos asociados

Los sintomas se iniciaron con un amarillamiento de las hojas apicales que avanzo hacia la base
de las plantas (Figura 2.2.3.1 A). Con el transcurso de los dias se hicieron evidentes la pérdida de
turgencia y el inicio de la marchitez apical, que culminaron con la muerte de los ejemplares
(Figura 2.2.3.1 B). Al retirar las plantas de las macetas, pudo observarse descortezamiento y
pérdida de volumen en la base de los tallos y cambio de color en las raices (Figura 2.2.3.1 C).
Bajo lupa se detectaron zonas podridas de color pardo (Figura 2.2.3.1 D). A partir de todas las
siembras de material sintomdatico desarrollaron colonias con micelio algodonoso blanco que
comenzaron a formar un anillo periférico de esclerocios negros a los 5 dias, estructuras que se
encontraban plenamente desarrolladas a los 7 dias (Figura 2.2.3.2 A y B). El aislado fue
depositado en la coleccién de hongos fitopatdgenos del Laboratorio de Sanidad del Instituto de
Floricultura INTA con el cédigo INTA IF-533.

Las prospecciones semanales realizadas en los invernaderos permitieron detectar los sintomas
de manera temprana. El patégeno se aislé facilmente. El trabajo con material vegetal fresco y
sobre la zona de avance de la enfermedad en los tallos evité el desarrollo de contaminantes, en

coincidencia con Leslie y Summerell (2006).
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Figura 2.2.3.1. Calibrachoa INTA 06575. A) Planta clorética (Barra escala 40 mm); B) Planta marchita
(Barra escala 40 mm); C) Raices con pérdida de volumen y coloracién parda (Barra escala 40 mm); D)
Detalle de raiz bajo lupa (Barra escala 0,5 mm).

frente; B) Vista del dorso. (Barra escala 2 cm).

¢. Pruebas de patogenicidad

Las plantas inoculadas en la base presentaron hojas decoloradas después de 5 dias y marchitas

después de 13 dias. Entre el dia 5 y 7 desarrollé una masa de micelio blanquecino en la base de
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los tallos que, a medida que avanzd la infeccién, produjo esclerocios negros (Figura 2.2.3.3 Ay
B). Este signo fue idéntico al observado en las plantas enfermas detectadas inicialmente durante
las prospecciones.

Las plantas inoculadas en la parte aérea presentaron clorosis y pérdida de turgencia foliar luego
de 5 dias de la inoculacién, con desarrollo conspicuo de micelio blanco sobre las hojas heridas e
inermes y un avance acrépeto del atizonamiento que se generalizd, al igual que en las
infecciones basales, a los 13 dias (Figura 2.2.3.3 C y D). En la superficie de las hojas marchitas
desarrollaron esclerocios negros.

El reaislamiento de S. sclerotiorum de los drganos enfermos permitié completar los postulados

de Koch. Las plantas testigo no desarrollaron sintomas en ambas inoculaciones.

Figura 2.2.3.3. Pruebas de patogenicidad en calibrachoa INTA 06575. A) Micelio blanquecino con
esclerocios en la base de tallo; B) Avance de infeccion y marchitez del follaje por infecciones basales; C)
Micelio sobre el follaje en inoculaciones aéreas; D) Avance de infeccidn y esclerocios sobre hojas
muertas (Barras escala 40 mm).

Bazzalo et al. (1991) inocularon la base de las plantas de 8 genotipos de girasol (Helianthus
annuus L.) con 16 aislados de S. sclerotiorum y detectaron que a partir del séptimo dia las plantas
se marchitaban. Figueirédo et al. (2010) evaluaron la patogenicidad de 4 aislados de S.

sclerotiorum en poroto (Phaseolus vulgaris L.) y detectaron los primeros sintomas (clorosis,
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lesiones humedas y marchitamiento) a los 10 dias luego de la inoculacién, los cuales se volvieron
severos con la consecuente muerte de las plantas a los 25 dias. Por su parte, Kim y Cho (2003)
realizaron inoculaciones exitosas mediante discos de APG con crecimiento miceliar de ocho
aislados de S. sclerotiorum en tallos de dos variedades de tomate (Lycopersicon esculentum M.),
berenjena (Solanum melongena L.), papa (S. tuberosum L.) y pimiento (Capsicum annuum L.).
Tok et al. (2016) evaluaron la patogenicidad de 60 aislados de S. sclerotiorum luego de inocular
plantas de berenjena con secciones de APG con crecimiento miceliar del patégeno y detectaron
el inicio de los sintomas a las 24 horas. La informacidn presentada permite detectar cierta
variabilidad en la respuesta de las distintas especies vegetales evaluadas, incluida la calibrachoa,
a los diferentes aislados del patégeno, que implica la necesidad de realizar estudios especificos
para explicar las diferencias en la patogenicidad. Seria interesante poder evaluar si el efecto de
distintas temperaturas de incubacién, humedad ambiente y edad de las plantas modifican los

tiempos de inicio de sintomas y marchitez de las plantas.

d. Identificacion taxondémica

El hongo no produjo estructuras reproductivas asexuales ni sexuales. A partir de las
caracteristicas de las colonias y de los esclerocios, el patdgeno se identific6 como Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary (Mordue y Holliday, 1976). El aislado INTA-IF-533 fue depositado en
la Coleccion de Cultivos de Hongos Entomopatdgenos de Argentina, CEPAVE, como CEP 785. Con
respecto a la identificacién molecular, la secuencia resultante se deposité en GenBank (niumero
de acceso MT177216). La busqueda BLASTn mostré un 100 % de identidad con S. sclerotiorum
(MG931017, KX781301). Dado que no hay reportes previos, este trabajo agrega a Calibrachoa x
hybrida como hospedante de este hongo.

Los esclerocios de S. sclerotiorum que germinan en forma miceliana producen hifas que infectan
los tejidos a nivel del suelo, mientras que los que germinan en forma carpogénica producen
apotecios con ascosporas que se dispersan a través de corrientes de aire e infectan los tejidos
aéreos (Bardin y Huang, 2001). Las plantas con marchitez observadas en el invernaculo en
octubre de 2019 podrian haber estado expuestas a un inéculo de S. sclerotiorum presente en el
sustrato. La infeccion miceliana fue observada en diversos hospedantes como girasol
(Helianthus annus L.) (Brentzel, 1948), lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinners)
(Wolcan et al., 1996) y gerbera (Gerbera jamesonii Bolus ex. Hook.f.) (Wolcan, 2004), petunia
(Petunia x hybrida hort. Ex. Vilm.) (Garibaldi et al., 2009) y lechuga (Lactuca sativa L.) (Shrestha
et al., 2018). Las enfermedades causadas por S. sclerotiorum son favorecidas por altos niveles

de precipitacion, lo que ayuda al establecimiento del patégeno en la planta (Koch et al., 2007).
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En el caso de la infeccidn en calibrachoa observada en inverndaculo, las plantas habian estado
expuestas a niveles de riego elevados y, debido a la época del afio, los valores bajos de
temperatura no permitieron evapotranspirar el agua en exceso. Esta situacion pudo dar lugar a
condiciones de estrés por elevado contenido hidrico y, consecuentemente, generar un ambiente
favorable para el desarrollo de infecciones de S. sclerotiorum.

Tal como se menciond, el patégeno puede ser dispersado mediante ascosporas producidas en
apotecios (Le Tourneau, 1979; Purdy, 1979; Tassara et al., 1998; Bardin y Huang, 2001; Bolton
et al., 2006). De este modo genera lesiones hiumedas en tejidos aéreos sanos o en proceso de
senescencia, que se expanden rdpido en forma descendente por el tallo, se necrosan y se
desarrolla un micelio blanco algodonoso (Bolton et al., 2006). Esta ultima puede haber sido la
via de infeccion que generd las lesiones aéreas (tizén) en las calibrachoas enfermas observadas
en marzo de 2020. Seguramente hubo una inadvertida produccion de apotecios que generaron
ascosporas, o bien una manipulacidn de sustrato puso en contacto el micelio de S. sclerotiorum
con el hospedante. Son frecuentes las infecciones aéreas en girasol (Helianthus annuus L.) (Gulya
y Vick, 1986), soja (Glycine max L.) (Boland y Hall, 1988), repollo (Brassica oleracea L.)
(Mahalingam et al., 2016) y haba (Vicia faba L.) (Chapara et al., 2018). La germinacion
carpogénica de los esclerocios de S. sclerotiorum esta intimamente relacionada con la humedad
del suelo asociada a periodos de abundantes precipitaciones o riego (Bolton et al., 2006). En
cuanto a las temperaturas que estimulan la produccién de ascosporas, la informacidn varia
desde 11 a 15 °C (Abawi y Grogan, 1979), 15 a 20 °C (Clarckson et al., 2007) y 10 a 20 °C (Wu y
Subbarao, 2008) y, segiin Abawi y Grogan (1979) no se producen esclerocios a 5 0 a 30 °C. Es
posible que la temperatura a la que se formaron los esclerocios y el micelio que los origind
determinen la temperatura de la germinacién carpogénica (Huang y Kozub 1989; 1993). Por otra
parte, existe un delicado equilibrio entre los procesos de acondicionamiento y germinacion de
los esclerocios para producir apotecios, debido a su temperatura muy diferente (Clarckson et
al., 2007). Estos mismos autores indican que las temperaturas por debajo de 10 °C son dptimas
para el acondicionamiento y que a 5 °C, se puede completar en unos pocos dias. Asi, si se aplica
un periodo prolongado de frio, los esclerocios habran completado el acondicionamiento
necesario y comenzado el proceso de germinacion y, por lo tanto, los apotecios parecen
producirse muy rapidamente cuando se transfieren a temperaturas mas altas. Esto permitiria
pensar que los esclerocios que generaron la infeccién basal estudiada en este trabajo podrian
ser los mismos que posteriormente, transcurrido el periodo de acondicionamiento, dieron lugar
a la infeccidn carpogénica que infectd la parte aérea de las plantas.

En lo que respecta al proceso de infeccion, las ascosporas requieren alta humedad (Tu, 1989).

Los tejidos senescentes aportan los de nutrientes para que germinen e infecten los tejidos
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aéreos de las plantas (Jamaux et al., 1995; Bardin y Huang, 2001). En colza (Brassica napus L.) la
colonizacion de los pétalos envejecidos permite que S. sclerotiorum acumule suficientes niveles
de nutrientes para iniciar la infeccidn (Garg et al., 2010). La aparicion de flores muertas, hojas
dafiadas o materia organica es el Unico requisito para la germinacién de las ascosporas y la
subsiguiente infeccion de los tejidos del hospedante (De Bary, 1887; Purdy y Bardin 1953; Natti,
1971; Newton y Sequeira, 1972; Huang y Kokko, 1992). Las toxinas y enzimas que produce el
patégeno estimulan la mayor liberacidon de nutrientes en la zona de contacto y posibilitan el
avance de la infeccion (Jamaux et al., 1995). En tal sentido, el tizon causado por S. sclerotiorum
en calibrachoa pudo haber tenido las condiciones necesarias para que la infeccién comience en

flores en proceso de senescencia o bien, en aquellas que hayan caido sobre alguna hoja.

e. Rango de hospedantes del aislado

En la Tabla 2.2.3.1 pueden observarse los resultados de la inoculacién del aislado de S.
sclerotiorum patégeno de calibrachoa en las especies bajo estudio. Al analizar desde la
perspectiva de la respuesta del hospedante, tanto calibrachoa Pampa Salmoén-INTA como
nierembergia Estrella INTA-JICA y petunia Dreams Burgundy expresaron sintomas, los cuales se
iniciaron con clorosis apical y foliolos curvados a los 4 dias para nierembergia, 5 dias para
calibrachoa y 7 dias para petunia. Se generalizé la clorosis, las plantas perdieron turgencia y
presentaron marchitez a los 10 dias desde la inoculacién para nierembergia, 13 dias para
calibrachoa y 14 dias para petunia. En lo que respecta a coral y tomate, las plantas se
mantuvieron asintomaticas. Todos los testigos permanecieron sin sintomas. En la Figura 2.2.3.4
pueden observarse los sintomas ocasionados por S. sclerotiorum en los diversos hospedantes.
Es probable que los distintos periodos de incubacidén observados tengan una relacién directa
con la variedad afectada y que se esté expresando una relacidn planta-patégeno diferencial. Es
interesante la falta de susceptibilidad de las plantas de tomate hacia el aislado obtenido a partir

de otras solandceas y cuya patogenicidad fue comprobada en las mismas.
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Tabla 2.2.3.1. Pruebas de patogenicidad de un aislado de S. sclerotiorum en cuatro cultivares de
Solandceas y uno de Lamidceas.

Especie y Variedad Aislado Patogenicidad*

Calibrachoa Pampa Salmdén-INTA - -
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-533 +
Nierembergia Estrella INTA-JICA - -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-533 +
Petunia Dreams Burgundy - -
Petunia Dreams Burgundy INTA IF-533 +
Tomate Platense - -
Tomate Platense INTA IF-533 -
Coral Mojave Red - -

Coral Mojave Red INTA IF-533 -

[C]

[E]

Figura 2.2.3.4. Dafio aéreo ocasionado por aislado de S. sclerotiorum en distintas solanaceas
ornamentales a los 10 dias desde la inoculacién: A) Testigo calibrachoa Pampa Salmon-INTA; B) Testigo
nierembergia Estrella INTA-JICA; C) Testigo petunia Dreams Burgundy; D) calibrachoa Pampa Salmon-
INTA + INTA IF-533; E) nierembergia Estrella INTA-JICA + INTA IF-533; y F) petunia Dreams Burgundy +
INTA IF 533 (Barras 5 cm).

[F]

2.2.4. Conclusiones

e Lacepa Sclerotinia sclerotiorum INTA IF-533 causa marchitez y tizon en calibrachoa.
e La marchitez (oscurecimiento y pérdida de turgencia de las hojas superiores) esta
asociada con la podredumbre de la base del tallo y la raiz.

e Eltizon estd asociado con la necrosis de ramas y hojas.
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Este es el primer reporte de S. sclerotiorum como agente causal de esta enfermedad de
la calibrachoa (dos sintomas distintos) en el mundo.

INTA IF-533 puede infectar nierembergia y petunia sin causar enfermedad en las
variedades de tomate y coral estudiadas.

La infeccion basal es originada por micelio.
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2.3. Ceratobasidium spp.

2.3.1. Introduccion

El género Rhizoctonia (DC.) se considera como un conjunto heterogéneo de hongos filamentosos
dentro del filo Basidiomycota que presenta caracteristicas tales como ausencia de esporas
asexuales, presencia de hifas pigmentadas de color marrdn y constricciones en los puntos de
ramificacion que forman angulos rectos, y distribucion mundial (Gonzalez Garcia et al., 2006).
Otras caracteristicas comunes a algunos integrantes del género son: células moniloides y
esclerocios, septos con doliporo y elevadas tasas de crecimiento (Gonzalez Garcia, 2008). Son
habitantes del suelo con diversos roles tanto en ecosistemas naturales como cultivados. Algunas
especies causan graves enfermedades en diversas plantas hospedantes, que dafian raices, tallos,
tubérculos, cormos, a veces hojas, con una amplia gama de sintomas (pudricién de la raiz y el
tallo, marchitez, damping off, manchas foliares y tizén) (Aiello et al., 2017). Otras generan
interacciones simbidticas con las plantas (Sharon et al., 2008) y también hay grupos saprofiticos
en los suelos (Arakawa y Inagaqui, 2014).

Las especies de Rhizoctonia se pueden diferenciar por el tono del micelio, el nimero de nucleos
por célula hifal vegetativa joven y la morfologia del teleomorfo. La capacidad de las hifas para
anastomosarse con aislamientos tipo y el nimero de nucleos en las células vegetativas son un
importante criterio taxondmico para separar las especies, que pueden clasificarse en tres
grupos: uninucleadas (uninucleate Rhizoctonia, UNR) con un nucleo por célula, patégenas de
raices de plantines de coniferas con teleomorfo en Ceratobasidium (D.P. Rogers) (Hietala et al.,
1994); binucleadas (binucleate Rhizoctonia, BNR) con dos nucleos por célula (raramente uno o
tres) y teleomorfos en Ceratobasidium y Tulasnella (). Schrot) y multinucleadas (multinucleate
Rhizoctonia, MNR) con tres o mas nucleos por célula y teleomorfo en Thanatephorus (Donk) y
Waitea (Warcup & P.H.B. Talbot) (Parmeter et al., 1967; Ogoshi, 1975; Ogoshi, 1987; Sneh et al.,
1991; Ogoshi, 1996; Kuninaga, 2002; Cedefio, 2008; Arakawa y Inagaqui, 2014). Para las MNR se
han descrito 14 grupos de anastomosis (Carling et al., 2002): 13 grupos (AG 1 a AG 13) cuyos
miembros solo son capaces de fusionar sus hifas dentro del grupo y el grupo AG Bl, el cual incluye
integrantes capaces de fusionar sus hifas entre si y con otros AG. En lo que respecta a las BNR,
un sistema desarrollado en Japon (Ogoshi et al., 1979; 1983; Hyakumachi et al., 2005; Sharon et
al., 2008) incluye 21 grupos de anastomosis designados AG-A a AG-U (Yangy Li, 2012).

Ademas de las reacciones de anastomosis hifal, se han desarrollado otras técnicas para la

caracterizacién de aislados, como la PCR-RFLP de la region ITS y la secuenciacién de la region ITS
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(Schneider et al., 1997; Guillemaut et al., 2003; Hyakumachi et al., 2005; Nerey et al., 2010). Las
técnicas moleculares basadas en anadlisis de ADN superan las desventajas de la identificacién
morfoldgica ya que son rapidas, precisas, objetivas y aplicables a un gran nimero de muestras.
Permiten diferenciar entre genotipos y establecer indices de variabilidad genética dentro de una
poblacién (Narayanasamy, 2011).

El objetivo de este apartado fue conocer la causa de la marchitez detectada en plantas de
calibrachoa INTA 06575 en diversos invernaderos de produccion del Instituto de Floricultura del

INTA.

2.3.2. Materiales y métodos

a. Recoleccion de plantas enfermas

De mayo a diciembre de 2017 y de abril a noviembre de 2018 se colectaron plantas de
calibrachoa de la variedad INTA 06575, cultivadas en un invernadero de polietileno en
Hurlingham (Buenos Aires), que presentaron marchitez (Figura 2.3.2.1). Se observaron los
cultivos para establecer el progreso de la enfermedad, su incidencia y los cultivares afectados.
Para ello, se registré el numero de plantas sintomadticas y se monitored el desarrollo de los

sintomas.

b. Aislamiento y conservacion de microorganismos asociados

Las plantas enfermas se retiraron de las macetas, se elimind el sustrato y se lavaron las raices
con agua corriente. Posteriormente, se observaron las coronas y las raices bajo una lupa de
diseccién Olympus® SZX9. La técnica utilizada para aislar y conservar al agente causal de los

tejidos sintomaticos fue la misma que en el apartado 2.1.2.b.
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Figura 2.3.2.1. Calibrachoa INTA 06575. Planta de calibrachoa con sintomas de marchitez y planta sana
(Barra escala 40 mm).

¢c. Pruebas de patogenicidad

Cuarenta plantas de calibrachoa INTA 06575 en macetas fueron producidas por propagacion
asexual segun se indica en el apartado 2.1.2.c, para realizar los estudios de patogenicidad.
Cuando las plantas tenian 2 meses, 20 de ellas fueron inoculadas colocando trozos de APG de
0,5 cm? obtenidos de colonias de 5 dias del aislado, sobre el sustrato cerca de la base del tallo.
De las 20 plantas, 10 fueron lesionadas en la base del tallo, previo a la inoculacién. El resto de
las plantas (diez controles heridos y diez sin dafios) se trataron con trozos de APG estériles. Cada
planta fue cubierta con una bolsa de polietileno transparente por 72 h y todas se colocaron en
la mesa de laboratorio a una temperatura de 24 °C. Luego de retiradas las bolsas las plantas
permanecieron en el invernadero para la observacién del progreso de la enfermedad. Los
sintomas aéreos se registraron durante el transcurso de 15 dias y al finalizar el ensayo se
retiraron las plantas de las macetas, se lavaron las raices con agua corriente y se observaron.

Para finalizar, el patdgeno se reaislo utilizando el método indicado para el aislamiento (2.1.2.b).
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d. Identificacion taxondmica

A los efectos de realizar una descripcién de las colonias del patdgeno, se registré el color y
crecimiento en APG vy las estructuras vegetativas del aislado (hifas y tipo de ramificaciones) se
observaron bajo un microscopio Olympus® BX50. Los nucleos de las células se tifieron con
safranina O, segun el procedimiento desarrollado por Bandoni (1979), para observar y contar el
numero de nucleos por célula hifal vegetativa joven.

Para complementar la taxonomia clasica y confirmar la identidad del patégeno, se realizd una
caracterizacién molecular mediante la amplificacion y secuenciacion de parte de la region del
ADNr de ITS a partir de los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). La secuencia obtenida en
este estudio se envié a GenBank y se realizd la comparacion BLAST de nucledtidos con

secuencias publicadas en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

e. Rango de hospedantes del aislado

Con el objetivo de aportar datos complementarios para la caracterizacion del patégeno, se
procedio a evaluar el rango de hospedantes potenciales del aislado en estudio. En tal sentido,

se utilizé la metodologia propuesta en el apartado 2.1.2.e.

2.3.3. Resultados y discusion

a. b. Recoleccion de plantas enfermas y aislamiento de patégenos

Del total de plantas colectadas con sintomas de marchitez, se detectaron en todos los casos a
agentes fungicos como los responsables. Inicialmente las hojas apicales de las plantas afectadas
mostraron una ligera clorosis que se transformdé en moderada seguida por pérdida de turgencia.
Las plantas severamente infectadas murieron con un marchitamiento permanente de su follaje.
Las raices de las plantas marchitas exhibieron una decoloracion marrén oscura a ojo desnudo
(Figura 2.3.3.1 A). En observacidn bajo lupa se detectd que las cortezas externas y la epidermis
se desprendian facilmente, dejando los cilindros vasculares expuestos (Figura 2.3.3.1 B). A la vez,
se detectaron lesiones hundidas redondas a elipticas en las raices primarias (Figura 2.3.3.1 C),

especialmente cerca del nivel del sustrato. No se observaron sintomas en la base de los tallos.
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Figura 2.3.3.1. Dafio en raices de calibrachoa INTA 06575. A) Raices de calibrachoa marchita con
coloracién marrén (Barra escala 5 cm); B) Detalle de raiz con desprendimiento de corteza y epidermis
con cilindros vasculares expuestos (Barra escala 3 mm); C) Lesiones hundidas en raices afectadas (Barra
escala 0.4 mm).

En el 10 % de los casos se obtuvieron aislados fungicos de rapido crecimiento, que desarrollaron
a partir de las raices sintomdticas al cabo de 5 dias. Las colonias inicialmente fueron
blanquecinas y se tornaron de color marrén claro, alcanzando los bordes de las placas en 5 dias
(Figura 2.3.3.2). El 90 % de los aislados fungicos restantes se detallé en los apartados

previamente mencionados.
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Figura 2.3.3.2. Ceratobasidium sp. Vista superior e inferior de crecimiento fungico de cinco dias en placa
de Petri con APG (Barra escala 2 cm).

¢. Pruebas de patogenicidad

Se completaron los postulados de Koch al observar sintomas ocasionados por el patégeno y
reaislarlo, pudiendo observarse mayor severidad en los casos en los cuales las plantas fueron

dafiadas en comparacién con las que no tenian heridas previas (Figura 2.3.3.3).

Figura 2.3.3.3. Prueba de patogenicidad, dia 6. A) Calibrachoa INTA 06575 inoculada, con heridas,
mostrando necrosis del follaje (Barra escala 5 cm); B) Planta inoculada, sin heridas, con intensa pérdida
de turgencia (Barra escala 5 cm).
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Los sintomas primarios y secundarios fueron muy similares a los descritos en los apartados
2.1.3.cy 2.2.3.c.: clorosis apical, pérdida de turgencia y posterior marchitez de las plantas. Es
por ello que las enfermedades son indistinguibles entre si a menos que se aislen los patdgenos.
Las Unicas diferencias pueden observarse por debajo del nivel del sustrato, ya que S.
sclerotiorum solo causé pudricion de la corona mientras que Ceratobasidium sp.y Fusarium spp.
desintegraron las raices. En cuanto al periodo de incubacidn, fue diferente entre estas tres
interacciones patégeno hospedante. De hecho, los sintomas foliares fueron evidentes a los 5
dias para S. sclerotiorum, 6 dias para Ceratobasidium sp. y 6 dias para Fusarium spp. mientras
qgue la muerte de las plantas ocurrié a los 10 dias para Ceratobasidium sp., 13 dias para S.
sclerotiorum y 16 dias para Fusarium spp.

En estudios realizados por Miles et al. (2013) se inocularon plantas de papa y remolacha
azucarera (Beta vulgaris var. altissima D6ll) con Rhizoctonia binucleada AG-A (como la probada
en estos ensayos) y luego de un mes el 88 % de los tallos de papa se encontraban necrosados al
igual que los tubérculos. También se observé en las plantas de remolacha una disminucién del
crecimiento del 60 %. Erper et al. (2021) inocularon plantas de repollo rojo (Brassica oleracea
var. capitata f. rubra) con 4 aislados de Rhizoctonia binucleada AG-Ay luego de 21 dias desde la
inoculacidn detectaron diferencias significativas en el peso seco de raices y parte aérea de las
plantas con respecto al testigo sin inocular. En estudios futuros se podria evaluar el efecto del
aislado INTA IF-568 en el peso fresco y seco radical y aéreo de las distintas variedades de
calibrachoa -tal como se realizd con los aislados de Fusarium- de modo de poder cuantificar los

dafios realizados y establecer puntos de comparacion con los patégenos ya evaluados.

d. Identificacion taxondmica

Las hifas del aislado obtenido y probado son marrones, de 5,5 (3,1 a 8,1) um de ancho,
ramificadas en angulo recto, constrefiidas en el punto de ramificacion, con septos cerca de la
misma (Figura 2.3.3.4 A). Estas caracteristicas coinciden con la descripcion del género
Rhizoctonia (Sneh et al., 1991). Las hifas presentan dos nucleos por célula (Figura 2.3.3.4 B). No
se forman fibulas, esclerocios ni basidios. El método de transferir las cepas de medios ricos en
nutrientes a otros bajos (Murray, 1984) podria usarse en estudios adicionales, para inducir la
reproduccion sexual. El aislado se codifico como INTA-IF-568 y se deposité en BAFCcult como
6001. El género Ceratobasidium (syn. Pellicularia Cooke) pertenece a la familia
Ceratobasidiaceae, filo Basidiomycota (Index Fungorum, 2021). Ceratobasidium, asi como

Tulasnella, son teleomorfos de las BNR (Sharon et al., 2007; 2008).
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Figura 2.3.3.4. Observacién de Ceratobasidium sp. al microscopio. A) Constriccidn de una hifa en el
punto de ramificacion (Barra escala 20 um); B) Células binucleadas (Barra escala 20 um).

La comparacién de nucledtidos BLAST con secuencias publicadas en el NCBI presenté 99,83 %
de similitud con secuencias de Ceratobasidium sp. AG-A (ej. KM017962, KF176587, LC549193).
La cepa fue denominada INTA IF-568. La identificacién del grupo de anastomosis al que
pertenece es Util, especialmente para el control quimico de la enfermedad, ya que los AG
pueden diferir en la sensibilidad a los fungicidas (Muzhinji et al., 2018). Hay 50 registros de
Ceratobasidium sp. como agente causal de enfermedades en 39 especies de plantas en el mundo
(Farry Rossman, 2023). El grupo AG-A es patdgeno de raices de Solandceas como papa (Miles et
al., 2013), Fabaceas como soja (Glycine max L.), arveja (Pisum sativum L.) y poroto (Phaseolus
vulgaris L.) (Yang et al., 2005), Brasicaceas como pak choi (Brassica rapa subsp. chinensis L.) y
repollo rojo (Brassica oleracea f. rubra Peterm.) (Yang et al., 2005; Erper et al., 2021),
Amarantdceas como remolacha azucarera (Beta vulgaris var. altissima Doll) (Miles et al., 2013)
y Rosaceas como frutilla (Fragaria x intermedia (Bach)) (Fang et al., 2013).

Se desconocia a la calibrachoa como hospedante de Ceratobasidium spp. A partir del estudio
realizado en este trabajo, se agrega un nuevo patdgeno a la lista de microorganismos que

pueden limitar el cultivo de calibrachoa.
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e. Rango de hospedantes del aislado

La Tabla 2.3.3.1 muestra los resultados de la inoculacion del aislado de Ceratobasidium sp. AG-
A en las especies bajo estudio. Al evaluar los resultados desde la perspectiva de la respuesta del
hospedante, se observa que calibrachoa Pampa Salmén-INTA y nierembergia Estrella JICA-INTA
expresaron sintomas. El resto de las especies evaluadas, al igual que los testigos no presentaron
sintomas. Tanto en nierembergia como en calibrachoa, los sintomas se iniciaron con la
decoloracién de los apices y la pérdida de turgencia de las hojas a los 3 y 5 dias desde la
inoculacidn. La sintomatologia se agudizd finalizando con marchitez entre los 7 y 10 dias desde
la inoculacién para nierembergia y calibrachoa respectivamente. En la Figura 2.3.3.5 pueden

observarse los sintomas generados por el patdgeno.

Tabla 2.3.3.1. Pruebas de patogenicidad de la cepa INTA IF-568 de Ceratobasidium sp. en plantas de
cuatro cultivos de Solanaceae y una de Lamiaceae.

Especie y Variedad Aislado Patogenicidad*
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA Testigo -
Calibrachoa Pampa Salmén-INTA INTA IF-568 +
Nierembergia Estrella INTA-JICA Testigo -
Nierembergia Estrella INTA-JICA INTA IF-568 +

Petunia Dreams Burgundy Testigo -
Petunia Dreams Burgundy INTA IF-568 -
Tomate Platense Testigo -
Tomate Platense INTA IF-568 -
Coral Mojave Red Testigo -
Coral Mojave Red INTA IF-568 -
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Figura 2.3.3.5. Dafio aéreo ocasionado por la cepa INTA IF-569 de Ceratobasidium sp. en distintas
solanaceas ornamentales a los 7 dias desde la inoculacidn: A) Testigo calibrachoa Pampa Salmon-INTA;
B) Testigo nierembergia Estrella INTA-JICA; C) calibrachoa Pampa Salmon-INTA + INTA IF-568; D)
nierembergia Estrella INTA-JICA + INTA IF-568 (Barras 5 cm).

2.3.4. Conclusiones

e La cepa Ceratobasidium sp. AG-A INTA IF-568 causa marchitez de la calibrachoa,
asociada inicialmente con clorosis seguida por pérdida de turgencia.

e Este es el primer reporte de Ceratobasidium sp. AG-A como agente causal de marchitez
en calibrachoa en el mundo.

e La cepa INTA IF-568 de Ceratobasidium sp. causa marchitez en el cultivo de

nierembergia sin afectar los genotipos de petunia, tomate y coral que fueron evaluados.
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2.4. Nigrospora oryzae

2.4.1. Introduccion

El nombre genérico Nigrospora (Zimm.) (filo Ascomycota) fue propuesto por Zimmermann
(1902) para N. panici, endéfito de hojas de Panicum amphibium en Indonesia. Mason (1927)
transfirié a Nigrospora a varios géneros de hyphomycetes de esporas negras con hospedantes
monocotiledéneos como Monotospora (Corda), Trichosporum (Fr.), Hadrotrichum (Fuckel) y
Glenospora (Berk. & Desm.).

Nigrospora es un género importante, con una distribucién cosmopolita y una amplia gama de
hospedantes. Incluye especies endéfitas de hojas y tallos de varias plantas, saprobias de detritos,
larvas muertas u hojarasca y presentes en polvos ambientales (Mason, 1927; Wu et al., 2009;
Thalavaipandian et al., 2011; Uzor et al. 2015). Se registraron como patégenas en muchos
cultivos frutales y ornamentales importantes. Los reportes incluyen a N. oryzae (Berk. &
Broome) que causo tizén del tallo en Brassica juncea (L.) en la India (Sharma et al., 2013), N.
sphaerica (Sacc.) que ocasiond tizon foliar en Camellia sinensis (L.) en China (Liu et al., 2015) y
en Vaccinium corymbosum (L.) en Argentina (Wright et al., 2008) y N. musae (McLennan &
Hoétte) que causd la enfermedad del squirter en los bananos (Jones y Stover, 2000). N. sphaerica
es un patdégeno oportunista que causa onicomicosis (De Hoog et al., 2000; Fan et al., 2009) y
Ulcera corneal (Kindo et al., 2014) en humanos. Ademas, algunas esporas de Nigrospora son
responsables de la respuesta alérgica tipo |, rinitis estacional (fiebre del heno), asma o
enfermedades alérgicas respiratorias (Khan y Karuppayil, 2012; Saha y Bhattacharya, 2015). Wu
et al. (2004) reportaron que las esporas de Nigrospora tienen alta prevalencia en la atmdsfera,
asociadas con tormentas de polvo. N. oryzae fue reportada como patégena en 142 hospedantes
de diferente importancia econémica en el mundo (Farr y Rossman, 2023).

En octubre de 2019, plantas de calibrachoa INTA 06575 cultivadas en un invernadero de
polietileno en Hurlingham desarrollaron manchas foliares sin presencia de signos. Los objetivos
de este trabajo fueron describir la sintomatologia, identificar al agente causal y determinar la

respuesta de variedades del hospedante a la enfermedad.

90



2.4.2. Materiales y métodos

a. Recoleccion de plantas enfermas

Se tomaron muestras de plantas con manchas foliares (Figura 2.4.1) y se llevaron a laboratorio.

Se describieron los sintomas.

b. Aislamiento y conservacion de microorganismos asociados

Secciones de hojas sintométicas de calibrachoa (aproximadamente 1 cm?) se desinfectaron
superficialmente en etanol al 70 % durante un minuto e hipoclorito de sodio (20 g Cl L™ de agua)
por otro minuto, se enjuagaron en agua destilada estéril y se cultivaron en placas de Petri con
APG a 22 °C durante 5 dias. Las colonias de hongos que desarrollaron fueron subcultivadas en
APG a 25 °C para obtener un aislado puro y estudiar sus caracteristicas. Posteriormente se
procediod a obtener cultivos monospdricos segun el apartado 2.1.2.b., los cuales se conservaron

en tubos con tapa a rosca en APG y en agua destilada estéril en heladera.

¢. Pruebas de patogenicidad

Para los estudios de patogenicidad, veinticuatro plantas sanas de calibrachoa INTA 06575 se
obtuvieron por propagacién asexual y se mantuvieron en macetas de 10 cm de didmetro con
sustrato Terrafertil® Z-Floricultura segun lo descrito en el aparto 2.1.2.c. Transcurridos 60 dias
desde el transplante, doce plantas fueron pulverizadas con suspensiones de esporas del hongo
con concentraciones estandarizadas por recuentos en cdmara de Neubauer y diluciones en 1 x
10° conidios mL™ de agua destilada estéril. El in6culo fue preparado a partir de colonias puras

con crecimiento de 14 dias en APG. El tratamiento testigo consistié en doce plantas que fueron
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pulverizadas con agua destilada estéril. Las plantas se colocaron individualmente en bolsas de
polietileno y se dispusieron sobre mesadas de un invernadero a 24 °C. Las bolsas se retiraron

después de 72 h y se registrd la aparicién y el desarrollo de sintomas.

d. Identificacion taxondémica

A los fines de realizar la caracterizacidn del patégeno, se cortaron discos de 5 mm de didmetro
del margen de colonias en crecimiento activo en APG, se transfirieron al centro de placas de
Petri con agar sintético pobre en nutrientes (SNA) y se incubaron a 28 °C (Wang et al., 2017). Se
observaron el frente y el dorso de las colonias en ambos medios de cultivo y se midieron los
conidioforos, las células conidiégenas y los conidios. Con el fin de confirmar la identidad del
aislado, se realiz6é su caracterizacién molecular mediante la amplificacién y secuenciacidn de
parte de la regidn ITS del ADNr con los cebadores ITS1 e ITS4 (Wang et al., 2017). La secuencia
obtenida fue cargada en el GenBank y se compararon las secuencias de nucleétidos con las

publicadas en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.4.3. Resultados y discusion

a. b. Recoleccion de plantas enfermas, aislamiento y conservacion de microorganismos

asociados

Las lesiones foliares eran de color marrén, de formas irregulares, con dimensiones medias de 6
mm x 2 mm, mas frecuentes en las hojas basales de las plantas. A partir de la siembra de las
hojas infectadas desarrollé un hyphomycete cuya morfologia coincidié con las descripciones del
género Nigrospora (Mason, 1927). El mismo se codificd como INTA IF-540 y se conservd en la

coleccién de hongos del Laboratorio de Sanidad del Instituto de Floricultura INTA.

¢c. Pruebas de patogenicidad

Cinco dias después de la inoculacion algunas areas de las hojas basales parecian ligeramente
hundidas y algo descoloridas, y se tornaron mas brillantes en los dos dias posteriores. Esas zonas
blanquecinas se convirtieron en marrdn claro en otros 2 dias. A 15 dias de la inoculacién, las
manchas presentaron formas irregulares con o sin mdrgenes oscuros y centros marrones
hundidos (Figura 2.4.2). Las hojas apicales de las plantas inoculadas, asi como todas las hojas de

los controles, se mantuvieron sanas. El hongo se pudo reaislar de esas manchas.
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Begum et al. (2018) realizaron pruebas de patogenicidad con un aislado de N. oryzae en plantas
de aloe (Aloe barbadensis Miller) y observaron manchas pequeiias y circulares luego de 7 a 12
dias desde la inoculacidn. Han et al. (2021b) inocularon plantas de malva (Hibiscus mutabilis L.)
con suspensiones de esporas de un aislado de N. oryzae y detectaron que luego de dos semanas
se produjeron manchas foliares negras, irregulares que crecian, se fusionaban y en algunos casos

se pudo observar clorosis y absicion foliar.

Figura 2.4.2. Manchas foliares causadas por Nigrospora oryzae en hojas inoculadas de Calibrachoa
hybrida. A) areas foliares ligeramente hundidas; B) manchas descoloridas y brillantes; C) manchas
marrones claras; D) manchas foliares completamente desarrolladas.

d. Identificacion taxondmica

En APG, el aislado desarrollé colonias flocosas, inicialmente blancas y luego grisdceas, que

alcanzaron los 9 cm de didmetro en 7 dias. En el reverso pudo observarse coloracién parda en
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el medio de cultivo y tonalidades mds oscuras en la zona de esporulacion (Figuras 2.4.3 Ay B).
En SNA, después de 7 dias las colonias inicialmente blancas (Figuras 2.4.3 C y D) se tornaron
marrdén oscuro a negro con abundante micelio aéreo y alcanzaron un didmetro de 8,1 cm. En el
reverso las colonias fueron idénticas al anverso. El inicio de la esporulacidn se produjo a partir
del dia 10. Se observaron hifas hialinas, ramificadas, septadas y lisas que se volvieron marrones
mas cerca de las células conidiégenas. Los conididforos, de 3,4 (1,9-6,5) um, se agregaron en
esporodoquios oscuros (Figura 2.4.3 E) con células conidiégenas hialinas, monoblasticas,
determinadas y ampuliformes de 6,5 (4,2-8,7) x 6,1 (3,4-9,8) um. Se formaron abundantes
conidios negros subglobosos, unicelulares, de 13,7 (11,9-16,0) x 12,4 (8,8-14,8) um (Figura 2.4.3
F). No se observo el estado teleomoérfico. La morfologia del aislamiento coincidié con las
descripciones de Nigrospora oryzae (Wang et al., 2017). Se depositd un aislado monoconidial en
el Coleccion de Cultivos de Hongos Entomopatdgenos (CEPAVE-CONICET) de La Plata como CEP
786.

La secuencia fue cargada en el GenBank con el nimero de acceso MT177215. La comparacién
de nucledtidos BLAST mostré un 100 % de similitud con las secuencias de N. oryzae (ex.

EU529994, MG182683) publicadas en el NCBI.
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Figura 2.4.3. Cultivos de Nigrospora oryzae. Ay B) vistas superior e inferior en APG (barra de escala=1
cm); Cy D) vistas superior e inferior en SNA (barra de escala = 1 cm); E) esporodoquios (barra de escala=
50 um); f) conidios (barra de escala= 50 um).

En este apartado se pudo comprobar la patogenicidad de un aislado de Nigrospora oryzae como
el agente causal de manchas foliares en calibrachoa. Las especies de Nigrospora generalmente
se consideran necrétrofos débiles con una amplia gama de hospedantes (Paul, 1982). Esto
podria indicar que cualquier condicidn de estrés aumentaria las posibilidades de las plantas de
enfermarse. Segun Hao et al (2020) las infecciones por Nigrospora ocurren facilmente en plantas
debilitadas o heridas. Wright et al. (2008) detectaron que la infeccién de N. sphaerica fue

favorecida por heridas causadas por insectos y dafios por helada. De acuerdo con ello, es

95



necesario mantener a los cultivos de calibrachoa con adecuada fertilizacidn y niveles de riego y

evitar la aparicién de plagas animales de manera de disminuir las infecciones con este patdgeno.

2.4.4. Conclusiones

e La cepa Nigrospora oryzae INTA IF-540 causa manchas foliares en calibrachoa.
e Este es el primer reporte de N. oryzae como agente causal de la enfermedad, en el

mundo.
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2.5. Conclusiones del capitulo

Se detectaron especies de 4 géneros fungicos (Fusarium, Sclerotinia, Ceratobasidium y
Nigrospora) como agentes causales de marchitez, tizén y manchas foliares en
calibrachoa (Calibrachoa hybrida). El género mas prevalente fue Fusarium.

Se detectaron 3 grados de agresividad dentro de los aislados de Fusarium sp.: altamente
agresivos (INTA IF-535, 536 y 569), moderadamente agresivos (INTA IF-566, 559 y 538)
y levemente agresivos (INTA IF- 534, 567 y 577).

Algunas cepas de Fusarium sp. presentaron la capacidad de causar marchitez en plantas
de los géneros Nierembergia y Petunia.

Estos son los primeros reportes de Fusarium proliferatum, F. fujikuroi, F. oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidium sp.y Nigrospora oryzae como agentes causales

de enfermedades de la calibrachoa en el mundo.
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3.1. Trichoderma spp.

3.1.1. Introduccidon

Las especies incluidas en el género Trichoderma Pers. (1794) se encuentran entre los hongos
aerobios y saproéfitos mds frecuentemente aislados. Pertenecen al filo Ascomycota, el orden
Hypocreales y la familia Hypocreaceae (Jaklitsch et al., 2006). Producen colonias de crecimiento
rapido y micelio aéreo hialino, lanoso, flocoso o aracnoide inicialmente sumergido en el medio
de cultivo. El reverso se presenta incoloro, beige, amarillo, dmbar, rojo opaco o amarillo verdoso.
En el anverso pueden observarse tonalidades verdes, amarillo verdosas o con menor frecuencia
blancas, grises o marrones, debidas a la conidiaciéon (Gams y Bissett, 2002; Samuels, 1996).
Presenta conidiéforos con un eje principal ramificado a intervalos regulares, con ramas sucesivas
apical y distalmente mds cortas y estrechas, divergentes, solitarias, en pares o en verticilos; esta
ultima disposicidon puede resultar en una estructura piramidal altamente ramificada (Gams y
Bissett, 2002). Bisset (1991a) realizé una descripcidn de los tipos de conidiéforos de Trichoderma
que, a pesar de que no fue concluyente para la diferenciacidon de especies, aun tiene utilidad
(Jaklitsch, 2009). Las fidlides son ampuliformes a lageniformes, generalmente constreiiidas en la
base, mas o menos hinchadas cerca de la mitad y abruptamente atenuadas cerca del apice en
un cuello subcilindrico corto (Bisset, 1991a). Los conidios son unicelulares, globosos a
elipsoidales, obovoidales o cilindricos, con el extremo basal mas o menos ahusado y truncado.
El rango general de variacidn en las dimensiones de los conidios no es grande, sin embargo, las
especies relacionadas a menudo se pueden distinguir por diferencias leves pero consistentes
(Gams y Bissett, 2002). Los caracteres como tamafio y forma de conidios, muy utilizados para
determinar ciertos géneros fungicos, poseen un valor limitado en la taxonomia de Trichoderma
(Samuels, 1996). Las clamidosporas, intercalares o terminales, suelen estar presentes tanto en
el micelio sumergido como en las hifas aéreas. Pueden ser globosas a elipsoides, incoloras,
amarillento palido o verdosas, de paredes lisas, a veces gruesas (Bissett, 1991a; Samuels, 1996).
Son esenciales para la supervivencia en condiciones adversas (Martinez et al., 2013). Su forma
no es diagndstica de especies, pero su presencia puede serlo (Samuels et al., 1990; Bissett
1991a). La mayoria de las cepas no tiene una fase sexual. Las que presentan teleomorfo
normalmente no se han reportado para fines de biocontrol. Se ubica en el género Hypocrea,
phylum Ascomycota (Monte, 2001).

En 1969, Rifai menciond que la morfologia de los anamorfos no era suficiente para caracterizar

especies de Trichoderma ya que es variable. Asi, adoptd el concepto de especie agregada, que

115



definié como un conjunto de especies morfoldgicamente muy similares y a menudo dificilmente
separables. Este fue el punto de partida para que mas adelante, Bissett (1984, 1991 a, b, ¢, 1992)
y Samuels (1996) profundizaran en la tematica. Nuevos conocimientos y tecnologias
revolucionaron el campo de la taxonomia fungica y permitieron avanzar en el estudio de géneros
de compleja resolucién como Fusarium, Aspergillus y Trichoderma. Si bien los estudios
moleculares proporcionan informacion mas fiable y objetiva que los caracteres fenotipicos sobre
la variabilidad genética entre aislados, es dificil interpretar el significado filogenético y
taxondmico de la similitud observada por lo que es necesario incluir caracteristicas bioldgicas
tales como fenotipos concordantes, perfiles de crecimiento, ciclos de vida y habitats. La cantidad
de datos moleculares que actualmente son necesarios para arribar a conclusiones filogenéticas
significativas es elevada (Lieckfeldt et al., 2002). La identificacién molecular precisa de las
especies de Trichoderma es un desafio considerable que requiere experiencia en micologia,
habilidad en biologia molecular, capacitacidn en evolucidon molecular y conocimiento profundo
de la literatura taxondmica. Esta dificultad se refleja en la existencia de mas de 2.000 registros
de Trichoderma en la base de datos del NCBI como Trichoderma sp. (Cai y Druzhinina, 2021).
Las especies del género Trichoderma tienen la capacidad de estar presentes en diversos
ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos con
comportamiento dominante como parte de la microflora del suelo (Zhang et al., 2005). Esto es
atribuible a la habilidad de habitar multiples sustratos como maderas, cortezas u otros hongos,
con un comportamiento avirulento frente a las plantas en la mayoria de los casos. Casi todos los
suelos templados y tropicales contienen de 10* a 102 propagulos por gramo (Harman et al., 2004)
y, aungue sus requerimientos nutricionales son bajos, su crecimiento es favorecido por
abundante materia orgdnica, pH neutro a acido, alta humedad y temperaturas de 25 a 30 °C
(Papavizas, 1985).

Su alto potencial oportunista, su elevada capacidad de crecimiento y su adaptabilidad a diversas
condiciones ecoldgicas lo convierten en un género versatil e interesante para diversas
aplicaciones biotecnoldgicas (Jensen y Wolffhechel, 1995; Zhang et al., 2005; Harman et al.,
2004; Cubillos-Hinojosa et al., 2009; Druzhinina et al., 2011; Martinez et al., 2013). No hay dudas
que Trichoderma como género constituye un recurso valioso y estratégico que tiene potencial
para resolver un sin fin de dilemas agrondmicos y también industriales (Sharma et al., 2019). Tal
es asi que durante la Segunda Guerra Mundial el ejército estadounidense observé la velocidad
a la que se descomponian ciertos materiales en las zonas tropicales del Pacifico Sur, y luego de
estudiar sus causas, identificé a Trichoderma “viride” (aislado QM 6a) como uno de los hongos

responsables. A partir de este hito, el estudio de Trichoderma y su sistema celulolitico permitio
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grandes avances en el conocimiento de la biosintesis, estructura y mecanismo de degradacion
de la celulosa y otros polisacdridos (Kubicek y Harman, 2002).

En el afio 1936, Weindling y Fawcett evaluaron la capacidad de un aislado de Trichoderma para
antagonizar a Rhizoctonia solani, agente causal de damping off en citricos. En su estudio
pudieron observar que las semillas tratadas con el biocontrolador, en sustratos con distintos
valores de pH, tenian respuestas diferenciales al ataque del patdgeno, con mas del 70 % de
plantas sanas en la mayoria de las situaciones. Desde la década de 1930 a la actualidad se han
realizado numerosas experiencias en distintas partes del mundo que demuestran el potencial
biocontrolador del género Trichoderma al igual que sus capacidades como promotor del
crecimiento vegetal, solubilizador de nutrientes y materia orgdnica e inductor de resistencia
sistémica en las plantas.

Diferentes especies de Trichoderma son utilizadas para el control de hongos fitopatégenos
habitantes del suelo, principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythiumy Fusarium (Papavizas, 1985). Esta actividad es el resultado de mecanismos que no son
excluyentes y pueden actuar de manera sinérgica (Hjeljord y Tronsmo, 2005) como la
competencia, la antibiosis o el parasitismo (Chet, 1987).

Las enzimas se han vinculado al micoparasitismo necrotréfico, sobre todo en la penetracion del
controlador en las hifas del patégeno (Chet, 1987). Varios micoparasitos secretan enzimas como
B-1,3-glucanasas, quitinasas y celulasas que degradan la pared del hospedante, y su sintesis es
inducida por la presencia del patdgeno o componentes de su pared celular (Deacon y Berry,
1992). El efecto inhibidor de los antibiéticos en combinacién con la actividad de las enzimas
hidroliticas se cita como responsable maximo del poder antagonista de Trichoderma (Monte,
2001; Vizcaino et al., 2006). Se han identificado y caracterizado genes responsables de
micoparasitismo, competencia y antibiosis (Jiménez Diaz et al., 2010). Castrillo et al. (2019)
determinaron que el genoma de una cepa de Trichoderma biocontroladora de fitopatégenos era
portadora de 17 genes que codifican para la sintesis de quitinasas, 10 que codifican para -1,3-
glucanasas y 4 que codifican para proteasas. Diferentes cepas producen mas de 100 metabolitos
que tienen actividades antibidticas conocidas, tales como viridina (producida por aislados de T.
viride y T. koningii), dermadina (producida por aislados de T. hamatum, T. koningii y T. viride),
3,4 dihidroxicarotano (producida por aislados de T. virens) (Coats et al., 1971; Tamura et al.,
1975; Brewer et al., 1982; Fujiwara et al., 1982; Watanabe et al., 1990; Ghisalberti y
Sivasithamparam, 1991; Lee et al., 1995; Sivasithamparam y Ghisalberti, 2002). Algunos
antibidticos pueden ser los factores principales de la actividad de biocontrol de una cepa

(Harman 2000).
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Estudios realizados por Carrero-Carrén et al. (2018) con microscopia confocal han demostrado
que ciertas cepas de Trichoderma colonizan la epidermis y el cértex de la raiz de las plantas, sin
ingresar al sistema vascular. El éxito en la colonizacién de las raices es indispensable para que
se produzcan los efectos beneficiosos de Trichoderma spp. en las plantas, no solo con respecto
a las actividades antagonicas y la promocién del crecimiento, sino también para inducir
resistencia sistémica (Harman et al., 2004; Moran-Diez et al., 2009; Shoresh et al., 2010;
Druzhinina et al., 2011; Hermosa et al., 2012; Rubio et al., 2014). La asociacion planta-
Trichoderma implica el reconocimiento molecular entre las dos partes a través de una red de
sefializacion mediada por las hormonas vegetales acido salicilico (SA), acido jasmdnico (JA) y
etileno (ET). JA y ET son moléculas de transduccién de sefiales para la resistencia sistémica
inducida (ISR) y SA lo es para la resistencia sistémica adquirida (SAR). La sacarosa de origen
vegetal es un recurso importante proporcionado a las células de Trichoderma para la
colonizacion de las raices, la coordinacion de los mecanismos de defensa y el aumento de la tasa
de fotosintesis (Vargas et al., 2009). La colonizacién implica la capacidad de reconocer y
adherirse a las raices, penetrar en la planta y resistir a la acciéon de los metabolitos tdxicos
producidos por la planta en respuesta a la invasion.

Las caracteristicas antes mencionadas, sumadas a la capacidad que tienen ciertas especies de
Trichoderma de infectar producciones de champiiidon [Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach]
(Komon-Zelazowska, et al., 2007) y el potencial oportunista para generar infecciones en
pacientes inmunosuprimidos, explican el crecimiento de las publicaciones cientificas realizadas
en torno a este género fungico (Cai y Druzhinina, 2021). Actualmente el nimero de registros de
la palabra Trichoderma en PubMed Central es de alrededor de 8.100, cercano a los de Alternaria
(=6.800) y muy inferior a los de Penicillium (=16.000), Fusarium (=23.000) y Aspergillus (=57.000).
En lo que respecta a antecedentes a nivel nacional y en América Latina sobre el control bioldgico
de enfermedades, Bettiol et al. (2014) realizaron una compilacién de experiencias con
Trichoderma spp., otros microorganismos, enmiendas, extractos o preparados naturales,
solarizacién y biofumigacion.

El mercado global de bioplaguicidas se encuentra en pleno crecimiento con tasas anuales del
15,6 %y un aporte econdmico para el afio 2022 estimado en 5.500 millones de délares (Markets
and Markets, 2022). Segiin Dunham y Dunham (2015), el mercado norteamericano posee un 38
% de la cuota total, el europeo un 25 %, el de la regién Asia-Pacifico un 20% y el latinoamericano
un 17 %. El mercado nacional de insumos biolégicos tiene sus inicios en el afio 1939 con la
generacion de inoculantes bacterianos para semillas. Este rubro es el que representa mas del 90
% del mercado que se estima en alrededor de 80 millones de ddlares. El 10 % restante se reparte

en el rubro de biocontroladores. A pesar de que aun es incipiente la difusién de los beneficios
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del uso de bioinsumos y que el mercado es pequefio, las expectativas de crecimiento se
mantienen en linea con las tendencias a nivel internacional (Starobinsky et al., 2021). En el
listado de productos inscriptos en el Registro Nacional de Terapéutica Vegetal del SENASA (2022)
hay 48 bioinsumos destinados al manejo de adversidades, de los cuales 17 se reportan como
biofungicidas (8 T. harzianum, 7 Bacillus subtillis y dos productos en base a extracto de semillas
de citricos) y los restantes como bioinsecticidas (18 Bacillus thuringiensis, cuatro virus de la
granulosis, tres Beauveria bassiana y tres productos en base a extracto de ajo).

Re et al. (2017) obtuvieron una coleccién de 12 aislados de Trichoderma a partir de raices sanas
de plantas de calibrachoa y los diferenciaron por su actividad biocontroladora in vitro frente a
un aislado de Fusarium oxysporum patégeno de dicha especie. El objetivo del presente capitulo
fue obtener una coleccién mds amplia, realizar una seleccion basada en el biocontrol de uno de
los patogenos de calibrachoa caracterizados como importantes en el Capitulo 2 (F. proliferatum)

y en la promocion del crecimiento vegetal.

3.1.2. Materiales y métodos

a. Recoleccion y aislamiento

Se colectaron muestras de la rizosfera de calibrachoas provenientes de Buenos Aires, Entre Rios,
Corrientes, Misiones y Tucuman, cultivadas en Hurlingham en macetas. Las muestras se
conservaron refrigeradas en heladera a 4 °C hasta su procesamiento. Se suspendieron 10 g de
suelo rizosférico en 100 cc de agua destilada estéril y se agitaron por treinta minutos en un
agitador magnético DLAB MS-M-S10©. Se realizaron diluciones seriadas (1:100 a 1:1000000), se
sembraron 0,1 mL de las suspensiones en placas de Petri de 9 cm de didmetro con 10 mL de
medio selectivo para Trichoderma (TSM) (Elad et al., 1981) y se incubd en estufa a 24 + 2 °C
durante 7 dias. De las colonias que visualmente se asemejaban a las del género Trichoderma se
hicieron repiques a placas de Petri de 9 cm de didmetro con 10 mL de APG y se realizaron
observaciones preliminares por microscopia segin Samuels (1996). Por otro lado, se contd con

la coleccion de 12 aislados de Trichoderma obtenida por Re et al. (2017).

b. Conservacion

Se obtuvieron cultivos monospéricos de modo de obtener aislados sin modificaciones genéticas.
Para ello se utilizaron las técnicas aplicadas en el Capitulo 2, apartado 2.1.2.b. La conservacion

se realizd segln lo indicado en el mismo apartado, con excepcion del uso de vaselina liquida,
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que se reemplazd por la técnica del papel secante en tubos de ensayo de 15 cm en freezer a -18

°C segun Stocco et al. (2010).

¢. Antagonismo in vitro

Mediante la técnica de cultivos duales (Wright et al., 1988; Grijalba et al., 1992; Pakdaman et
al., 2013) se preseleccionaron los aislados de Trichoderma por su actividad frente a los aislados
de F. proliferatum INTA IF-535 e INTA-IF 536, en ensayos independientes. Para esto, en placas
de Petri de 9 cm de didmetro con 10 mL de APG, se ubicaron dos discos de 10 mm de diametro
con crecimiento micelial de 7 dias, a una distancia de 6 cm entre si, uno con desarrollo de
Fusarium y otro con Trichoderma (Figura 3.1.2.1). Los testigos fueron discos de Fusarium frente
a discos de APG estéril. Se incubd en estufa a 24 £ 2 °C. Las placas se distribuyeron en un diseio
completamente aleatorizado. Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento y el ensayo se

repitié dos veces en el tiempo.

Figura 3.1.2.1. Cultivo dual en placa de Petri con dos discos con crecimiento miceliar de 7 dias. A la
izquierda Trichoderma y a la derecha Fusarium proliferatum (Barra= 4 cm).

En todas las confrontaciones se registrd el radio de ambas colonias con regla milimetrada, a
diario. A los 5 dias de la siembra finalizaron los ensayos y se calcularon los porcentajes de
inhibicion (Joshi et al., 2010; Mishra, 2010; Osorio et al., 2012) del crecimiento del patdgeno (1),

mediante la férmula:
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C-T
x 100

Donde:

I= Porcentaje de inhibicidn en el crecimiento del patégeno
C= Crecimiento de F. proliferatum en placas testigo
T= Crecimiento de F. proliferatum en cultivo dual con Trichoderma

Los resultados se presentan para cada uno de los aislados de F. proliferatum de manera
independiente de modo de observar la interaccién de cada aislado de Trichoderma con cada

patdgeno.

d. Colonizacion de sustrato

Una vez preseleccionados los aislados de Trichoderma con elevada capacidad de biocontrol in
vitro, se procedid a estudiar su habilidad para colonizar el sustrato comercial Z-Floricultura de
Terrafertil®. El objetivo del ensayo fue conocer la dosis minima que asegure una elevada
cantidad de propagulos de Trichoderma en el sustrato para futuros ensayos in vivo.

Se colocaron 17 litros de sustrato Z-Floricultura de Terrafertil® en bandejas metalicas de 25 cm
de didmetro segun Wolf y Skipper (1994) y Trevors (1996). El sustrato se humedecid con agua
destilada estéril para activar la germinacion de propdgulos de microorganismos. Luego de 48 h
se autoclavo a 121 °C por 1 h. Se volvié a humedecer con agua destilada estéril para recuperar
el contenido hidrico y se dejo reposar nuevamente por 48 h para repetir el autoclavado en
igualdad de condiciones que las mencionadas. También se utilizé sustrato sin esterilizar.

Se autoclavaron por 20 minutos a 121 °C, 18 bolsas de polietileno de alta densidad con 250 g de
arroz yamani previamente hidratado con agua corriente. De ellas, 15 bolsas fueron inoculadas
con 20 mL de suspensidn de esporas (1.107 conidios/mL) de cada aislado de Trichoderma (Figura
3.1.2.2 A) previamente seleccionado (INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630) lo que permitié obtener
3 bolsas de arroz inoculado con cada aislado. A las 3 bolsas restantes se les agregaron 20 mL de
agua destilada estéril. Las bolsas fueron incubadas a 24 + 2 °C sobre una mesada del laboratorio
con luz natural por 7 dias de modo que los aislados de Trichoderma colonizaran los granos
(Figura 3.1.2.2 By C).

Se procedié a realizar la mezcla de sustrato (esterilizado o no) con tres dosis del arroz colonizado
con Trichoderma: 1,50 10 % v/v (Figura 3.1.2.2 D a L). Las mezclas fueron transferidas a macetas
termoformadas N° 9. Los testigos fueron mezclas de sustrato (estéril o no) con arroz estéril.
Todas las macetas se cubrieron con bolsas de polietileno por 72 h para favorecer la colonizacién.

De este modo, quedaron constituidos 36 tratamientos con distintas combinaciones de sustrato,
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cepa y dosis. Se realizaron 3 réplicas por tratamiento y las macetas colocadas sobre una mesada
del laboratorio en un disefio completamente aleatorizado fueron incubadas por 7 dias a 24 + 2
°C.

Transcurrida la incubacién se colocd y homogeneizd el contenido de cada maceta en bolsas de
polietileno, se suspendié 1 g en 100 mL de agua destilada estéril, se agité durante 30 minutos
en un agitador magnético y se sembraron diluciones seriadas (10 a 10°) en placas de Petri con

TSM para estimar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC).
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Figura 3.1.2.2. Inoculacidn de sustrato con aislados de Trichoderma. A) Arroz estéril; B) Suspensiones de
esporas de Trichoderma; C) Arroz colonizado con Trichoderma; D,E,F) Secuencia de preparacion del
tratamiento 1 % v/v; G,H,l) Secuencia de preparacion del tratamiento 5 % v/v; J,K,L) Secuencia de
preparacién del tratamiento 10 % v/v.(Barras = 5 cm excepto D); G); J) 2,5 cm).

e. Antagonismo in vivo

A los efectos de profundizar en la caracterizacién de los cinco aislados de Trichoderma que
presentaron capacidad de biocontrol en los ensayos in vitro, se procedié a evaluar su efecto in

vivo frente a dos aislados de Fusarium proliferatum patégenos de calibrachoa mediante un
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disefio completamente aleatorizado con seis repeticiones por tratamiento y duplicacién de
ensayos.

Para ello, se prepararon plantines de calibrachoa var. Pampa Salmén-INTA segun la metodologia
utilizada en el apartado 2.1.2.c. Los esquejes enraizados fueron transferidos a sustrato comercial
Z-Floricultura de Terrafertil® inoculado 7 dias antes con arroz partido que contenia una
concentracién de 1x107 conidios/g de Trichoderma (INTA IF-549, INTA IF-612, INTA IF-613 INTA
IF-614, INTA IF-630) segun la metodologia presentada en el apartado 3.1.2.d. Se realiz6 un riego
de asiento y se aplicaron 10 mL de una suspension de esporas de cada aislado de F. proliferatum
que contenia 10° conidios/mL de agua. Las plantas se mantuvieron en cdmara de cultivo a 24 °C
con provisién de luz y agua.

Se observaron las plantas a diario para detectar el inicio de los sintomas y se aplicé la escala de
severidad utilizada para evaluar la agresividad de los dos aislados, apartado 2.1.2.d. Una vez
finalizado el ensayo se descalzaron las plantas, se lavaron las raices con agua corriente, se
evaluaron mediante la escala y se pesd tanto la parte aérea como la radical en estado fresco y

seco.

f. Promocion de crecimiento

A través de un disefio completamente aleatorizado se evalud el efecto promotor de crecimiento
de los cinco aislados de Trichoderma preseleccionados in vitro e in vivo por su capacidad
biocontroladora de dos aislados de Fusarium patégenos de calibrachoa en seis variedades de
Calibrachoa hybrida. Se plantaron esquejes de calibrachoa (variedades Pampa Salmdn-INTA,
Overa Fucsia-INTA, INTA 06575, Blanca, Amarilla, Violeta) en macetas n° 10 con sustrato Z-
Floricultura de Terrafertil® preinoculado con arroz partido con una concentracién de 1x107
conidios/g de Trichoderma (INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630) segulin la metodologia expuesta en
el apartado 3.1.2.d con 20 repeticiones por tratamiento. Las plantas se mantuvieron sobre
mesadas de un invernadero tipo parabdlico con provision de agua a necesidad. En dos
oportunidades se evaluaron parametros vegetales (peso fresco y seco aéreo y radical, cantidad
de flores) y fisicoquimicos del sustrato (pH, CE, NOs’, P, Ca, Mg, K, Fe). En forma adicional, se

verificd la incidencia de enfermedades.
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g. ldentificacion taxondémica

Se trabajé con los aislados de Trichoderma INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630, de buen
comportamiento como biocontroladores de los aislados de Fusarium bajo evaluacidn. Para la
identificacidon se aplicaron tanto técnicas de microscopia cldsica como moleculares.

En lo que respecta a la microscopia cldsica, segun Rifai (1969) y Bissett (1984), los aislados fueron
cultivados en agar extracto de malta al 2 % (AM) y en APG a 24 + 2 °C. Se describieron las
caracteristicas macroscépicas de las colonias en ambos medios de cultivo, que incluyeron el
color y el tipo de micelio tanto del frente como del dorso y el color de la esporulaciéon. Entre los
3y 5 dias desde la siembra en AM, con un microscopio 6ptico Olympus® BX50 equipado con una
camara Olympus® DP72, se observaron preparados para describir el tipo de ramificacién de los
conidioforos, las fidlides, los conidios y las hifas. Se realizaron mediciones de las distintas
estructuras con un n=50. Las imdgenes se procesaron con el software CellSens Standard versién
2016 de Olympus®.

Se realizaron repiques en APG y se colocaron en oscuridad durante 5 dias a 24 + 2 °C a los efectos
de lograr el crecimiento del micelio y disminuir la producciéon de conidios. La identificacion
molecular se realizd6 en el Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores (CEPAVE). La
extraccién de ADN se realizd mediante el DNeasy Plant Pro Kit de la empresa Qiagen® siguiendo
el protocolo propuesto por los fabricantes. La concentracion se cuantific6 mediante el uso de
un NanoDrop Thermo Fisher Scientific. La amplificacién de fragmentos de ADNr se realizd
mediante la técnica de PCR en un termociclador Eppendorf® en dos loci, la regidn del espaciador
transcrito interno 1 (ITS1) y el factor de elongacion de la traduccién 1 alfa (TEF 1la). Para la
amplificacion del gen ITS1 se utilizaron los cebadores ITS 4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e
ITS 5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990) y para el TEF 1a se usaron 983F
(5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’) y 2218R (5'-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3’) (Chaverry et
al., 2003). Las condiciones de la PCR, variables para los diversos genes y aislados, se detallan en
las Tablas 3.1.2.4.y 3.1.2.5 para los genes ITS y TEF 1a respectivamente. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en volumenes de 50 pL, con 25 uL de MasterMix, 17 plL de agua libre de
nucleasas, 2 pL de cada cebador (forward y reverse) y 4 uL de ADN extraido (diluido 1:10). El
tamanio de los productos de amplificacion se estimé por electroforesis en gel de agarosa al 1,5

% revelado mediante un transiluminador UV.
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Tabla 3.1.2.4. Condiciones de las reacciones PCR para el gen ITS.

INTA IF-549 INTA IF-612 INTA IF-613 INTA IF-614 INTA IF-630
Etapa Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo

(°Q) (s) (°Q) (s) (°c) (s) (°c) (s) (°) (s)
Desnaturalizacién inicial 95 300 95 300 95 300 95 300 95 300
Desnaturalizacidn 94 90 94 90 94 90 94 90 94 60
Hibridacién 60 60 56 60 60 60 60 60 58 60
Polimerizacion 72 50 72 90 72 50 72 50 72 50
Polimerizacidn final 72 300 72 300 72 300 72 300 72 300

Cantidad de ciclos para el paso 2= 40.

Tabla 3.1.2.5 Condiciones de las reacciones PCR para el gen TEF 1a.

INTA IF-549 INTA IF-612 INTA IF-613* INTA IF-614 INTA IF-630

Etapa Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo Temp. Tiempo
(°Q) (s) (°Q) (s) (°) (s) (°) (s) (°Q) (s)
Desnaturalizacién inicial 94 120 94 120 94 120 94 120 94 120
Desnaturalizacién 94 30 94 30 94 30 94 30 94 30
Hibridacion 53 40 53 40 51 40 53 40 53 40
Polimerizacion 72 30 72 30 72 30 72 30 72 30
Polimerizacién final 72 600 72 600 72 600 72 600 72 600

Cantidad de ciclos para el paso 2= 38. *Excepcidn, cantidad de ciclos para el paso 2= 40.

Los productos de PCR amplificados se enviaron a Macrogen (Corea) para purificar y secuenciar
en ambas direcciones. Una vez recibidas, las secuencias de cada gen se analizaron y

acondicionaron mediante el software Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/)

para detectar zonas difusas o de baja calidad. Luego con el software Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) se alinearon las secuencias forward y reverse y

con el software GeneDoc (https://genedoc.software.informer.com/2.7/) se obtuvo la secuencia

consenso. Se realizd la comparacion BLAST de nucledtidos con secuencias publicadas en el NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para cada gen.

Para los andlisis filogenéticos se generd una base de datos a partir de los resultados obtenidos
en el BLAST, de modo de trabajar con las especies que mas cercanas se encontraban a los
aislados de Trichoderma bajo estudio. Se realizd una busqueda de secuencias para cada gen que
cumpliera con los siguientes requisitos: cepas depositadas en un cepario reconocido
internacionalmente, secuencias subidas al NCBI, cebadores utilizados idénticos a los de este
estudio y un trabajo publicado. En las Tablas 3.1.2.6 y 3.1.2.7 se presenta la base de datos para

cada gen.
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Tabla 3.1.2.6. Base de datos de genes ITS para las especies de Trichoderma utilizadas en analisis

filogenético.
Especie Depdsito Caodigo NCBI Referencia
T. afroharzianum GJS 04-186 F1442265 Chaverry et al. (2015)
T. arundinaceum CBS 119575 EU330928.1 Degenkolb et al. (2008)
T. asperellum CBS 433.97 ay376058 Holmes et al. (2004)
T. atroviride DAOM 165779 748817 Dodd et al. (2003)
T. bissettii UTHSC 08-2443  KJ174235.1 Sandoval-Denis et al. (2014)
T. dorothopsis HZA8 MH624143 Tomah et al. (2020)
T. gamsii GJS 04-09 DQ315459 Samuels et al. (2006)
T. harzianum CBS 226.95 AY605713 Nagy et al. (2007)
T. koningiopsis CBS 119075 NR131281 Samuels et al. (2006)
T. longibrachiatum CBS 816.68 NR120298 Kuhls et al. (1996)
T. ochroleucum CBS 119502 NR134401 Bissett et al. (2015)
T. pollinicola LC11682 MF939592 Zhao et al. (2018)
T. reesei ATCC 26921 KU729028 Rifai (1969)
T. virens CBS 249.59 AF222865 Kullnig-Gradinger et al. (2002)
T. viride CBS 119327 DQ677657 Jaklitsch et al. (2006)
Hypomyces aurantius GJS 74-69 Fl442642.1 Samuels e Ismaiel (2011)

Tabla 3.1.2.7. Base de datos de genes TEF 1a para las especies de Trichoderma utilizadas en andlisis

filogenético.
Especie Depdsito N° NCBI Referencia
T. afroharzianum TRS835 KP008787.1 Zhao et al. (2021)
T. arundinaceum MSX70741 KY630170.1 Rivera-Chavez et al. (2017)
T. asperellum TRS705 KP009011.1 Skoneczny et al. (2015)
T. atroviride CBS 693-94 KJ786838.1 Skoneczny et al. (2015)
T. bissettii SZMC 1158 MH249948.1 Hatvani et al. (2019)
T. dorothopsis HZA5 MK850827.1 Tomah et al. (2020)
T. gamsii TW20050 KU523895.1 Frascella et al. (2022)
T. harzianum T18 KX632606.1 Tomah et al. (2020)
T. koningiopsis 18ASMAO001 MT671922.1 Frascella et al. (2022)
T. longibrachiatum $328 JQ685867.1 Ngo et al. (2021)
T. ochroleucum GJS 01-265 DQ835494.1 Overton et al. (2006)
T. pollinicola LC11686 MF939620.1 Zhao et al. (2018)
T. reesei QMé6a XM_006963994.1 Bissett et al. (2015)
T. virens Tvien3 MT081441.1 Zhou et al. (2021)
T. viride GJS 89-127 AF534585.1 Chaverry y Samuels (2003)
Hypomyces aurantius ~ TFC 95-171 FN868743.1 P&ldmaa (2011)

Tanto las secuencias de la base de datos para cada gen, como las correspondientes a los aislados
de Trichoderma bajo estudio, se acondicionaron mediante el uso del software GeneDoc, se
alinearon con el software Clustal Omega y se concatenaron manualmente. La generacion del

arbol  filogenético se realizd «con el software MrBayes Version 3.2.7

(https://nbisweden.github.io/MrBayes). Se le solicité al programa que evalie 1.000.000 de

generaciones muestreadas cada 200 y se extendié el analisis hasta obtener una p< 0,01.
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Finalizado este proceso, se trabajé con los archivos resultantes mediante el software Tracer

Versidn 1.7.2 (https://beast.community/tracer) y se evalud el parametro ESS (Effective sample

site) para verificar que en todos los casos sus valores estén por encima de 200. Los arboles
filogenéticos se generaron con el software FigTree Version 1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) y se evaluaron los valores de bootstraps para los

grupos formados.

h. Andlisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizd el programa estadistico InfoStat (InfoStat, 2007) y se
concluyd a un nivel de significacién del 0,05. Para las variables en las que se cumplieron los
supuestos de homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene) y de normalidad de los errores
(prueba de Shapiro-Wilks) se avanzé con un analisis de varianza con la técnica DGC (Di Rienzo et
al., 2002) para buscar diferencias entre medias de tratamientos. En los casos donde al menos un
supuesto no se cumplid, se procedid a realizar un ANOVA siguiendo la metodologia descripta
por Scheirer et al. (1976), con el estadistico H (cociente entre la suma de cuadrado de un efecto
dividido el cuadrado medio total), que bajo la correspondiente hipdtesis nula se distribuye como

una variable chi-cuadrado con los grados de libertad de dicho efecto.

3.1.3. Resultados y discusion

a. Recoleccion y aislamiento

A partir del procesamiento de las muestras de suelo rizosférico se obtuvieron 16 aislados de
plantas provenientes de ambientes diversos, posteriormente cultivadas en Hurlingham. A los
aislados antes mencionados se le suman diez que fueron obtenidos de sustratos de calibrachoas
sanas de lotes en donde una buena porcién de la poblacién presentaba marchitez, en
Hurlingham (Buenos Aires). Por ultimo, otros 12 aislados fueron recuperados de la coleccién
obtenida por Re et al. (2017) en Hurlingham. En la tabla 3.1.3.1 se resume la informacién de los

38 aislados de Trichoderma.
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Tabla 3.1.3.1. Aislados de Trichoderma obtenidos de diversas fuentes.

Codigo INTA-IF  Hospedante o Sustrato Localidad (provincia)
503 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
504 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
505 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
506 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
507 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
508 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
509 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
510 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
511 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
512 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
513 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
514 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
549 Sustrato con quitosano  Hurlingham (Buenos Aires)
550 Sustrato con quitosano  Hurlingham (Buenos Aires)
551 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
552 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
553 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
572 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
573 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
574 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
575 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
580 Calibrachoa rizosfera Hurlingham (Buenos Aires)
612 Suelo rizosférico San Martin (Corrientes)
613 Suelo rizosférico San Martin (Corrientes)
614 Suelo rizosférico Goya (Corrientes)

615 Suelo rizosférico Federacion (Entre Rios)
621 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
622 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
623 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
624 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
625 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
626 Suelo rizosférico Trancas (Tucuman)
627 Suelo rizosférico Candelaria (Misiones)
628 Suelo rizosférico Candelaria (Misiones)
629 Suelo rizosférico Candelaria (Misiones)
630 Suelo rizosférico Concordia (Entre Rios)
631 Suelo rizosférico Santo Tomé (Corrientes)
632 Suelo rizosférico Candelaria (Misiones)

Todos los aislados en APG desarrollaron un micelio blanco que con el tiempo adquirié diversas

tonalidades verdes (Figura 3.1.3.1).
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Figura 3.1.3.1. Coleccidn de aislados de Trichoderma obtenidos de distintas muestras (Barra= 20 cm).

Bajo microscopio dptico se observd micelio septado, hialino, delgado (Figura 2.1.3.2.A) y
conidiéforos ramificados o no, con disposicién piramidal (Figura 2.1.3.2.B). Las fidlides, alargadas
con cuello afinado y mas anchas en el centro (Figura 2.1.3.2.C), en su extremo apical dieron lugar

a conidios ovados o globosos (Figura 2.1.3.2.D).
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Figura 2.1.3.2. Estructuras de Trichoderma bajo microscopio dptico. A) Hifas (Barra= 20 um); B)
Conidiéforo (Barra= 20 um); C) Fidlide (Barra= 10 um); D) Conidios (Barra= 10 um).
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b. Conservacion

De los cuatro métodos (agar, agua destilada, sustrato y papel) los mas efectivos fueron el agua
destilada y el papel, que permitieron recuperar las colonias en el 100 % de los casos. Es
importante mencionar que los aislados INTA IF-504, 507, 509, 574, 575, 621 y 628 no pudieron
recuperarse a tiempo, por lo que no se incluyeron en los ensayos de antagonismo in vitro.

Por ello se plantea como esencial trabajar con diversos métodos de conservacién dentro de la

coleccion para evitar pérdidas de ejemplares.

¢. Antagonismo in vitro

A partir del desarrollo de este ensayo se pudo caracterizar el comportamiento in vitro de los 31
aislados de Trichoderma sp. frente a los aislados de F. proliferatum patégenos de calibrachoa
mas agresivos. Los resultados se presentan en funcién de cada aislado de F. proliferatum al

quinto dia de cultivo dual enfrentado a cada uno de los 31 aislados de Trichoderma sp.

Fusarium proliferatum INTA IF-535

En la Figura 3.1.3.3 se exponen los resultados correspondientes al primer y segundo ensayo. Fue
posible observar una elevada variabilidad de comportamiento entre los aislados de Trichoderma
sp. y entre ensayos. En el ensayo 1, cinco aislados (Trichoderma sp. INTA 573, 553, 612, 549 y
630) fueron capaces de inhibir al patégeno entre un 61,1 (INTA IF-573) y un 69,9 % (INTA IF-630).
En el ensayo 2, INTA IF-630, 549 y 613 fueron los de mejor comportamiento, al inhibir al
patégeno un 48,1, 49,4 y 52 % respectivamente. En la Figura 3.1.3.5 se observan los cultivos
duales en el dltimo dia de medicion. En la Tabla 3.1.3.2 se presenta la comparacién estadistica
de los ensayos. Solo dos aislados (INTA IF-613 y 622) fueron constantes en su capacidad de
inhibicion del patégeno en ambos ensayos. En el resto de los casos los resultados del ensayo 1

superaron a los del ensayo 2.

131



80

70

o B P

2 60 . AAAAABBB

w AAAAAA C

A A A

< 50 A

=2 A B BB

= 40 5

&) B B B

[S)

3 30

z

£ 20

X

10

o M
M N < D NN N Mm O N N O < 4 N AN NN o O MMN O
OI\F!NNNHLD AN ANM O AN M N o 1N 0 —l
Lnl.nmt.otouol.nmmmoowmmmwmmmmmmomwmmomw

Aislado de Trichoderma

M Ensayol MEnsayo 2

Figura 3.1.3.3. Inhibicidn del crecimiento in vitro de Fusarium proliferatum INTA IF-535 al quinto dia en
cultivo dual con 31 aislados de Trichoderma sp.
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Figura 3.1.3.5. Cultivo dual de Fusarium proliferatum INTA IF-535. A) Testigo; B) Con Trichoderma INTA
IF-503; C) Con Trichoderma INTA IF-549; D) Con Trichoderma INTA IF-612; E) Con Trichoderma INTA IF-
613; F) Con Trichoderma INTA IF-614; G) Con Trichoderma INTA IF-630 (Barra= 3 cm).
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Tabla 3.1.3.2. Comparacidn de ensayos 1y 2 de inhibicién de Fusarium proliferatum INTA IF-535 con
Trichoderma sp.

Mslado | Emsayol o EaNo2 .
de Trichoderma Inhibicion (%) Inhibicidn (%)

INTA IF-503 36,5 5,8 0,0013
INTA IF-505 57,2 37,3 0,0150
INTA IF-506 53,7 29,2 0,0004
INTA IF-508 50,3 34,5 0,0009
INTA IF-510 58,2 42,1 0,0004
INTA IF-511 57,0 39,3 0,0044
INTA IF-512 49,9 33,4 0,0205
INTA IF-513 50,3 31,3 0,0002
INTA IF-514 41,5 23,5 0,0155
INTA IF-549 67,6 49,4 0,0040
INTA IF-550 50,1 32,1 0,0037
INTA IF-551 56,6 29,3 0,0040
INTA IF-552 54,4 15,7 0,0040
INTA IF-553 63,7 39,0 <0,0001
INTA IF-572 40,5 17,4 0,0230
INTA IF-573 61,1 39,8 0,0050
INTA IF-580 56,7 32,3 <0,0001
INTA IF-612 64,8 39,6 0,0003
INTA IF-613 55,8 52,0 0,4100
INTA IF-614 58,9 44,2 0,1010
INTA IF-615 54,3 29,3 0,0003
INTA IF-622 47,8 31,2 0,0660
INTA IF-623 51,5 36,0 0,0114
INTA IF-624 53,8 31,6 0,0098
INTA IF-625 47,4 20,0 0,0170
INTA IF-626 50,7 36,2 0,0210
INTA IF-627 48,0 11,8 <0,0001
INTA IF-629 57,5 32,8 0,0017
INTA IF-630 69,9 48,1 <0,0001
INTA IF-631 54,3 28,5 0,0043
INTA IF-632 52,3 14,4 0,0060

*Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Fusarium proliferatum INTA IF-536

En la Figura 3.1.3.4 se presentan los resultados correspondientes al primer y segundo ensayo.

Tal como puede observarse en la Tabla 3.1.3.3, los valores de inhibicién que se obtuvieron en el
ensayo 1y 2 son idénticos. En la Figura 3.1.3.4 se observan inhibiciones desde 24,2 (INTA IF-503)
hasta 75,1 % (INTA IF-614). El aislado INTA IF-614 se agrupd sin diferencias estadisticas con INTA
IF-613 y 612 con los mayores valores de media (69,6 y 68,7 % respectivamente). En la Tabla

3.1.3.3 se presenta la comparacién de los ensayos 1y 2, sin diferencias estadisticas entre ambos
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ensayos, lo que evidencid una elevada estabilidad en el comportamiento de los aislados de

Trichoderma sp. frente al patégeno.
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Figura 3.1.3.4. Inhibicidn del crecimiento in vitro de Fusarium proliferatum INTA IF-536 al quinto dia en

cultivo dual con 31 aislados de Trichoderma sp.
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Figura 3.1.3.8. Cultivo dual de Fusarium proliferatum INTA IF-536. A) Testigo; B) Con Trichoderma INTA
IF-503; C) Con Trichoderma INTA IF-549; D) Con Trichoderma INTA IF-612; E) Con Trichoderma INTA IF-
613; F) Con Trichoderma INTA IF-614; G) Con Trichoderma INTA IF-630 (Barra= 3 cm).
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Tabla 3.1.3.3. Comparacion de ensayos 1y 2 de inhibicién de Fusarium proliferatum INTA IF-536 con
Trichoderma sp.

A.islado de E.ns?a.y’o 1 E.nfa.y’o 2 Valor p*
Trichoderma Inhibicidn (%) Inhibicion (%)

INTA IF-503 24,2 24,2 >0,9999
INTA IF-514 27,9 27,9 >0,9999
INTA IF-632 29,6 29,6 >0,9999
INTA IF-627 38,2 38,2 >0,9999
INTA IF-623 44,0 44,0 >0,9999
INTA IF-626 46,8 46,8 >0,9999
INTA IF-625 47,4 47,4 >0,9999
INTA IF-512 48,0 48,0 >0,9999
INTA IF-550 48,3 48,3 >0,9999
INTA IF-513 49,5 49,5 >0,9999
INTA IF-508 50,9 50,9 >0,9999
INTA IF-580 52,7 52,7 >0,9999
INTA IF-624 53,1 53,1 >0,9999
INTA IF-615 53,4 53,4 >0,9999
INTA IF-622 55,9 55,9 >0,9999
INTA IF-551 57,1 57,1 >0,9999
INTA IF-572 58,2 58,2 >0,9999
INTA IF-506 58,6 58,6 >0,9999
INTA IF-631 58,7 58,7 >0,9999
INTA IF-553 61,4 61,4 >0,9999
INTA IF-552 61,5 61,5 >0,9999
INTA IF-511 63,7 63,7 >0,9999
INTA IF-629 64,4 64,4 >0,9999
INTA IF-510 64,7 64,7 >0,9999
INTA IF-505 65,3 65,3 >0,9999
INTA IF-630 65,4 65,4 >0,9999
INTA IF-573 65,9 65,9 >0,9999
INTA IF-549 68,2 68,2 >0,9999
INTA IF-612 68,7 68,7 >0,9999
INTA IF-613 69,6 69,6 >0,9999
INTA IF-614 75,1 75,1 >0,9999

*Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En lo que respecta a los mecanismos de accidn, se observé que los aislados de Trichoderma sp.
inhibieron el crecimiento de los patdégenos por distintas vias. Segln Gajera et al. (2013) las
propiedades antagénicas de Trichoderma spp. se basan en la activacién de multiples
mecanismos, directos e indirectos. Los indirectos comprenden la competencia por los nutrientes
y el espacio, la modificacién de ciertas condiciones ambientales y la induccién de mecanismos
de defensa de la planta y los directos abarcan micoparasitismo y antibiosis. En observaciones
microscopicas de la zona de interaccidn patdgeno-biocontrolador se detecté un crecimiento

envolvente de las hifas de Trichoderma sp. INTA IF-549, 612 y 630 alrededor de las de F.
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proliferatum INTA IF-535 y 536 (Figura 3.1.3.9). Esto permite inferir que los mencionados
aislados de Trichoderma sp. tienen la capacidad de parasitar a los aislados de Fusarium
patdgenos. Es importante mencionar que la formacidon de apresorios e hifas enrolladas
alrededor del patégeno puede depender del patégeno o del hongo antagonista (Vinale et al.,
2008) ya que estas relaciones suelen tener grados de especificidad muy elevados (Chet, 1987),
pero no se debe descartar la capacidad de Trichoderma sp. INTA IF-613 y 614 para parasitar
otros patdgenos. También pudieron detectarse conidios de Trichoderma sp. adheridos a las hifas
de Fusarium (Figura 3.1.3.9 By C). Cholango Martinez (2009) en estudios de antagonismo in vitro
de Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. detectd que los aislados del biocontrolador generaban
lisis de hifas. Del mismo modo, Ghanbarzadeh et al. (2014) detectaron apresorios de
Trichoderma y desintegracion de las hifas de Fusarium. Segun Michel Aceves (2001) el
micoparasitismo es un mecanismo caracteristico del género Trichoderma e implica el contacto
directo entre su micelio y el del patdgeno, el enrollamiento de sus hifas alrededor de las del
hospedante y la secrecién de enzimas liticas que degradan la pared celular. Del mismo modo,
Trivedi et al. (2015) detectaron por microscopia electronica que las hifas de T. koningiopsis
crecian paralelamente a las de F. oxysporum y Rhizoctonia bataticola y luego se enrollaban y
penetraban en las hifas de los patégenos por medios mecanicos.

En lo que respecta a los mecanismos de competencia por el sustrato, en las Figuras 3.1.3.5 y
3.1.3.8C, D, E, Fy G se muestra la capacidad de los aislados de Trichoderma sp. para colonizar
el medio de cultivo, con tasas de crecimiento mucho mas elevadas que las de los patégenos. En
estudios en cultivo dual, Martinez-Alvarez et al. (2012) registraron que un aislado de T. viride
inhibid el crecimiento de aislados de F. circinatum entre un 43 y un 60 % luego de seis dias. Por
otro lado, Barari (2016) informé el efecto inhibidor del crecimiento de tres aislados de T.
harzianum frente a uno de Fusarium oxysporum con porcentajes que iban desde 56 a 68 %.
Ambos estudios tienen relacion con la capacidad de Trichoderma para disminuir el crecimiento
in vitro de aislados patégenos de Fusarium. Por ultimo, en la Figura 3.1.3.10 se ponen en
evidencia seis casos en los que se formdé un halo de inhibicién en la zona de interaccidn, sin
avance o superposicién de micelios en el tiempo. En tal sentido, puede inferirse que los aislados
de Trichoderma sp. INTA IF-503, 551, 580, 622, 625 y 627 tienen la capacidad de sintetizar
metabolitos, difundirlos en el medio de cultivo y de este modo limitar el avance del patégeno.
Seria interesante continuar los estudios para caracterizar las enzimas y los semioquimicos
involucrados en ambos mecanismos de accidn, ya que con frecuencia el agotamiento de los
medios de cultivo y las observaciones en cultivos duales no permiten diferenciar la competencia

de la antibiosis como mecanismos de accién de Trichoderma (Lockwood, 1988).
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Las observaciones realizadas en este estudio son coincidentes con los eventos que caracterizan
a la relacién de Trichoderma con hongos patdgenos que describen Vinale et al. (2008):

- Fase 1: interacciones antagdnicas sin contacto (competencia)

- Fase 2: quimio-atraccidn y crecimiento superior de uno de los dos microorganismos

- Fase 3: parasitismo

. ¥, ~ P -
Figura 3.1.3.10. Mecanismos de accidn de Trichoderma: Parasitismo frente a F. proliferatum INTA IF-535.
A) Enrollamiento de INTA IF-549; B) Enrollamiento de INTA IF-549; C) Enrollamiento y conidios de INTA
IF-612; D) Enrollamiento y conidios de INTA IF-630 (Barras= 25 um).
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Figura 3.1.3.10. Mecanismos de accidn de Trichoderma: Antibiosis frente a Fusarium proliferatum INTA
IF-535. A) INTA IF-503; B) INTA IF-551; C) INTA IF-580; D) INTA IF-622; E) INTA IF-625; F) INTA IF-627
(Barras=3 cm).

El analisis global de los resultados expuestos permitié preseleccionar aislados de Trichoderma
sp. para estudios posteriores. De este modo, INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630 fueron
caracterizados como promisorios y consecuentemente elegidos para los ensayos de colonizacién
de sustrato, capacidad biocontroladora in vivo y promocién de crecimiento de calibrachoa. El
criterio de eleccidn se construyd a partir de la habilidad de biocontrol de tales aislados en ambas

pruebas in vitro complementada con su velocidad de crecimiento.

d. Colonizacion de sustrato

La Tabla 3.1.3.4 muestra la concentracion de indculo de los aislados de Trichoderma sp. en el
sustrato. Los tratamientos sin Trichoderma sp. presentaron un nimero de UFC 3 a 4 drdenes de
magnitud menor que los inoculados. En tal sentido puede afirmarse que la esterilizacién previa
al ensayo no fue lo suficientemente efectiva, ya que a pesar de haber disminuido la poblacion
microbiana inicial del sustrato en forma significativa, no la eliminé.

En los tratamientos con los aislados INTA IF-549, 612, 630, 614 y 613, el sustrato estéril presentd
respectivamente un nimero 16, 20, 50, 58 y 64 % menor de UFC por mL que el no esterilizado.

La mayor carga de microorganismos se presentd en la combinacién del aislado INTA IF-613 con
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sustrato (2 x 108 UFC/mL) y la carga més baja se obtuvo con la combinacidn de INTA IF-614 con

sustrato estéril (1,89 x 107 UFC/mL).

Tabla 3.1.3.4. Concentracion de Trichoderma sp. en el ensayo de colonizacion de sustrato.

Sustrato Aislado UFC/mL"
Sustrato Z estéril - 17.250 a
Sustrato Z - 56.833 a

Sustrato Z estéril INTAIF-614 18.916.666 b
Sustrato Z estéril INTAIF-630 39.416.666 ¢

Sustrato Z INTAIF-614  45.333.333d
Sustrato Z estéril INTAIF-549  56.750.000 e
Sustrato Z estéril INTAIF-612 57.416.666 e

Sustrato Z INTAIF-549  65.666.666 f
Sustrato Z INTAIF-612 71.083.333 g
Sustrato Z INTAIF-630  79.000.000 h
Sustrato Z estéril INTAIF-613  89.833.333 i
Sustrato Z INTAIF-613  200.500.000 j

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En lo que respecta a las dosis de cada aislado de Trichoderma sp., en la Tabla 3.1.3.5 se presentan
los analisis estadisticos. La tendencia general indica que, a mayor porcentaje de inéculo, mayor
concentracién final (combinaciones de sustrato con INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630 y sustrato
estéril con INTA IF 613, 614 y 630). Respecto del sustrato estéril, en los tratamientos sin inéculo
y con los aislados INTA IF 549 y 612 las UFC aumentaron con diferencias significativas entre las
dosis 1y 5 %.

Para los aislados INTA IF-549 y 614 inoculados en el sustrato, las concentraciones de UFC fueron
del orden de 107 en todas las dosis. En el caso de INTA IF- 612 y 630 inoculados en sustrato, las
concentraciones de UFC fueron del mismo orden para las dosis 1 y 5 % mientras que alcanzaron
108 cuando la dosis fue del 10 %. El aislado INTA IF-613 fue el que registré el mayor valor de UFC,
con concentraciones de 107 para la dosis del 1 % y de 10® para 5y 10 %. En las Figuras 3.1.3.9y
3.1.3.10 se muestran las macetas que contienen los sustratos en los distintos tratamientos.

Los resultados obtenidos en este apartado son coincidentes con ensayos realizados por Marin-
Guirao et al. (2016) en los que analizaron las UFC luego de inocular sustratos con tres
concentraciones de granos de arroz que contenian micelio o suspensiones de esporas de T.
saturnisporum. La concentracién de Trichoderma luego de 5 dias de incubacién fue del orden de
1 x 107 a 1 x 10® UFC/mL en el primer caso, superior al segundo en hasta tres érdenes de
magnitud. En este mismo estudio también se evalud la concentracién de esporas 30 dias luego
de la inoculacién, que fue entre 4,5 x 10° y 9,6 x 10°. La obtencién de indculo sélido sobre

materiales orgdnicos como cereales (arroz, cebada, trigo, avena, sorgo) podria ser eficiente
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debido a que estos sustratos proporcionan nutrientes que permiten mantener un mayor nivel
de indculo, incluso en condiciones desfavorables para su establecimiento (Martinez-Medina et
al., 2009). Infante et al. (2009) mencionaron que el género Trichoderma se encuentra adaptado
para colonizar de manera agresiva diversos sustratos y que su riqueza enzimatica explica en
parte dicha capacidad.

A partir de los resultados expuestos, se eligid la dosis de Trichoderma sp. del 1 % ya que esa baja

proporcién de arroz incorporada al sustrato permitié alcanzar una cantidad de inéculo elevada.
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Tabla 3.1.3.5. Concentracién de Trichoderma sp. en sustrato para cada dosis aplicada.

Sustrato Aislado de Trichoderma Dosis (% v/v) UFC/mL*
Sustrato Z - 1 51.250 a
Sustrato Z - 5 58.250 a
Sustrato Z - 10 61.000 a

Sustrato Z estéril - 1 15.000 a
Sustrato Z estéril - 5 17.750 b
Sustrato Z estéril - 10 19.000 b
Sustrato Z INTA IF-549 1 42.500.000 a
Sustrato Z INTA IF-549 5 68.250.000 b
Sustrato Z INTA IF-549 10 86.250.000 ¢
Sustrato Z estéril INTA IF-549 1 34.750.000 a
Sustrato Z estéril INTA IF-549 5 62.500.000 b
Sustrato Z estéril INTA IF-549 10 73.000.000 b
Sustrato Z INTA IF-612 1 36.500.000 a
Sustrato Z INTA IF-612 5 64.500.000 b
Sustrato Z INTA IF-612 10 112.250.000 c
Sustrato Z estéril INTA IF-612 1 42.500.000 a
Sustrato Z estéril INTA IF-612 5 64.250.000 b
Sustrato Z estéril INTA IF-612 10 65.500.000 b
Sustrato Z INTA IF-613 1 20.500.000 a
Sustrato Z INTA IF-613 5 188.500.000 b
Sustrato Z INTA IF-613 10 392.500.000 c
Sustrato Z estéril INTA IF-613 1 45.750.000 a
Sustrato Z estéril INTA IF-613 5 90.500.000 b
Sustrato Z estéril INTA IF-613 10 133.250.000 ¢
Sustrato Z INTA IF-614 1 13.000.000 a
Sustrato Z INTA IF-614 5 47.250.000 b
Sustrato Z INTA IF-614 10 75.750.000 c
Sustrato Z estéril INTA IF-614 1 10.500.000 a
Sustrato Z estéril INTA IF-614 5 18.500.000 b
Sustrato Z estéril INTA IF-614 10 27.750.000 ¢
Sustrato Z INTA IF-630 1 19.750.000 a
Sustrato Z INTA IF-630 5 42.750.000 b
Sustrato Z INTA IF-630 10 174.500.000 c
Sustrato Z estéril INTA IF-630 1 11.000.000 a
Sustrato Z estéril INTA IF-630 5 46.750.000 b
Sustrato Z estéril INTA IF-630 10 60.500.000 c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Figura 3.1.3.9. Sustrato Z-Floricultura Terrafertil® sin esterilizar inoculado con Trichoderma sp. A) Testigo

1 %; B) Testigo 5 %; C) Testigo 10 %; D) INTA IF-549 1%; E) INTA IF-549 5%; F) INTA IF-549 10 %; G) INTA

IF-612 1 %; H) INTA IF-612 5 %; |) INTA IF-612 10 %; J) INTA IF-613 1 %; K) INTA IF-613 5 %; L) INTA IF-613

10 %; M) INTA IF-614 1 %; N) INTA IF-614 5 %; O) INTA IF-614 10 %; P) INTA IF-630 1 %; Q) INTA IF-630 5
%; R) INTA IF-630 10 % (Barras= 3 cm).
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Figura 3.1.3.10. Sustrato Z-Floricultura de Terrafertil® estéril inoculado con Trichoderma sp. A) Testigo 1
%; B) Testigo 5 %; C) Testigo 10 %; D) INTA IF-549 1 %; E) INTA IF-549 5 %; F) INTA IF-549 10 %; G) INTA
IF-612 1 %; H) INTA IF-612 5 %; |) INTA IF-612 10 %; J) INTA IF-613 1 %; K) INTA IF-613 5 %; L) INTA IF-613
10 %; M) INTA IF-614 1 %; N) INTA IF-614 5 %; O) INTA IF-614 10 %; P) INTA IF-630 1 %; Q) INTA IF-630 5
%; R) INTA IF-630 10 % (Barras= 3 cm).
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e. Antagonismo in vivo

A continuacién, se presentan los resultados de los ensayos de biocontrol in vivo de F.

proliferatum INTA IF-535 y 536 con los 5 aislados de Trichoderma sp. preseleccionados in vitro.

Fusarium proliferatum INTA IF 535

En la Tabla 3.1.3.6 se muestra el peso fresco aéreo de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en los
distintos tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparaciéon entre ambos ensayos.

En el ensayo 1 las plantas inoculadas con el patégeno sin aplicacion de Trichoderma sp.
presentaron los valores mds bajos de peso fresco aéreo, y esto confirmé la patogenicidad del
aislado de Fusarium. Con pesos frescos superiores se ubicaron el testigo absoluto (sin patégeno
ni Trichoderma) y las plantas inoculadas con Trichoderma sp. INTA IF 549, 612, 613 y 614, en las
cuales las diferencias con el tratamiento testigo (inoculado con el patégeno) variaron de 216
hasta 275 % del peso fresco aéreo. Trichoderma INTA IF-630 sobresalid, ya que comparado con
INTA IF-535, generd un 336 % mds de peso fresco aéreo, lo que demuestra su efecto
biocontrolador y promotor de crecimiento.

En cuanto al ensayo 2, la tendencia fue similar al primer ensayo. También ocuparon el primer
lugar las plantas inoculadas con el patégeno sin aplicacidon de Trichoderma sp. seguidas por las
plantas inoculadas con el patégeno y con Trichoderma INTA-IF 549, con un aumento del peso
fresco aéreo de 200 %. Las plantas correspondientes al testigo absoluto y las inoculadas con
Trichoderma INTA IF-612, 613 y 614 presentaron aumentos de peso fresco aéreo de 251 a 270
%. Nuevamente, el aislado INTA IF-630 fue el de mejor comportamiento al generar un 300 % de
aumento de peso fresco aéreo con respecto al testigo inoculado con el patégeno.

En cuanto a la comparacién de ensayos, puede observarse que el Unico caso que guardd
similitud estadistica fue el tratamiento INTA IF-535 sin aplicacién de Trichoderma sp. En el resto

de los casos, en el ensayo 2 las plantas presentaron un mayor peso fresco aéreo.
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Tabla 3.1.3.6. Peso fresco aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum INTA
IF-535 con Trichoderma sp.

Aislado de Aislado de Ensayo 1 Ensayo 2
Fusarium Trichoderma  Peso fresco  Peso fresco Valor p**
aéreo (mg)*  aéreo (mg)*

- - 532,2b 744,7 c 0,005
INTA IF-535 - 213,0a 296,5 a 0,240
INTA IF-535 INTA IF-549 460,5 b 595,8 b 0,005
INTA IF-535 INTA IF-612 586,8 b 787,8 ¢ 0,040
INTA IF-535 INTA IF-613 552,7b 749,3 c 0,0001
INTA IF-535 INTA IF-614 553,7b 798,5c 0,040
INTA IF-535 INTA IF-630 716,0c 887,3d 0,040

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.7 se observa el peso fresco radical de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en los
distintos tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparacién entre ensayos. Para ambos ensayos,
las plantas testigo (inoculadas solo con el patégeno) presentaron el menor peso fresco radical,
lo que demuestra el efecto del patdgeno sobre la planta. Los tratamientos testigo absoluto y
aquellos inoculados con el patégeno y los aislados de Trichoderma sp. INTA IF-549, 612, 613 y
614 mostraron similitud estadistica entre si y se diferenciaron del tratamiento con aplicacién del
aislado de Fusarium, lo cual aporta evidencia sobre su efecto biocontrolador. Por ultimo, la
aplicacion del patégeno en combinacidn con el aislado INTA IF-630 generd el valor mas elevado
de peso fresco radical, diferente estadisticamente al resto de los tratamientos.

En cuanto a la comparacion estadistica de los ensayos, el Unico tratamiento con semejanzas fue
el de aplicacion del patdogeno. En el resto, las medias de peso fresco radical en el ensayo 2 fueron
superiores a los del ensayo 1. Al margen de esto, la tendencia de los resultados fue la misma en

ambos ensayos.

Tabla 3.1.3.7. Peso fresco radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-535 con Trichoderma sp.

Aislado de Aislado de Ensayo 1 Ensayo 2
Fusarium  Trichoderma  P€sO fresco Peso fresco  Valor p**
radical (mg)*  radical (mg)*

- - 233,7b 456,8 b 0,0001
INTA IF-535 - 132,7 a 91,0a 0,0600
INTA IF-535 INTA IF-549 201,8b 399,0b 0,0001
INTA IF-535 INTA IF-612 224,3 b 428,7 b 0,0031
INTAIF-535 INTAIF-613 211,7b 434,8 b 0,0001
INTA IF-535 INTA IF-614 186,0 b 429,7 b <0,0001
INTAIF-535 INTAIF-630 247,7 c 506,3 c 0,0032

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.
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En relacién con el peso seco aéreo de calibrachoa Pampa Salmén-INTA, la Tabla 3.1.3.8 expone
los resultados de los analisis estadisticos realizados para los ensayos 1y 2 y la comparacién entre
ambos ensayos. En el ensayo 1 existieron diferencias significativas entre el tratamiento con
aplicacion del patdgeno sin Trichoderma sp. (testigo) y los restantes (incluido el testigo
absoluto), con incrementos del peso seco aéreo que van desde el 41 (INTA IF-549) hasta 76 %
(INTA IF-630). Por lo tanto, puede afirmarse que, tanto el testigo absoluto (sin patdogeno ni
Trichoderma sp.) como los tratamientos con patdgeno y biocontrolador -independientemente
del aislado aplicado- alcanzaron valores de peso seco aéreo superiores y significativos
estadisticamente respecto de las plantas testigo (con patdgeno). En cuanto al ensayo 2, el peso
de las plantas -sin importar el tratamiento- fue mayor al obtenido en el ensayo 1 y sélo el
tratamiento INTA IF-613 difirid estadisticamente del resto. El peso seco aéreo de las plantas
tratadas Unicamente con patdgeno, presentd los valores de media mas bajos (63,8 mg), seguido
por el tratamiento sin aplicacion de patdgeno ni biocontrolador (103,6 mg). En cuanto a la
comparacién estadistica de los ensayos, el Unico tratamiento con similitud estadistica fue el
testigo absoluto (sin Fusarium ni Trichoderma sp.). En el resto, los valores de media del ensayo

2 fueron mayores a los del 1. En esta variable la tendencia no se repitié en ambos ensayos.

Tabla 3.1.3.8. Peso seco aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum INTA
IF-535 con Trichoderma sp.

Aislado de Aislado de Ensayo 1 Ensayo 2
) . Peso seco Peso seco  Valor p**
Fusarium  Trichoderma ) P
aéreo (mg) aéreo (mg)

- - 79,9b 103,6 a 0,07
INTA IF-535 - 48,0 a 63,8a 0,02
INTAIF-535 INTA IF-549 67,7b 105,5a 0,01
INTA IF-535  INTA IF-612 80,0b 156,6 a 0,001
INTAIF-535 INTA IF-613 75,7 b 412,0b 0,004
INTAIF-535 INTA IF-614 76,1 b 121,1a 0,003
INTA IF-535 INTA IF-630 84,9b 124,4a 0,007

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.9 se observa el peso seco radical de calibrachoa Pampa Salmdon-INTA, en los
distintos tratamientos de los ensayos 1 y 2 y la comparacion estadistica entre ambos. En el
ensayo 1, las plantas testigo (con aplicacién del patdgeno) tuvieron el menor peso seco radical
lo que demuestra el efecto del patdégeno sobre las plantas. El resto de los tratamientos se
diferenciaron estadisticamente del anteriormente mencionado sin diferencias entre ellos, lo que

permite pensar en un posible efecto biocontrolador. En el ensayo 2, las plantas inoculadas con
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el patdgeno (testigo) tuvieron el peso seco radical mas bajo y diferente estadisticamente al resto
de los tratamientos, en coincidencia con la tendencia observada en el ensayo 1. Las plantas
tratadas con el patégeno y Trichoderma sp. INTA IF-549, 612, 613 y 614 generaron valores de
peso seco radical superiores al testigo (con patdgeno) -con diferencias estadisticas con este
ultimo-, pero sin diferencias estadisticas entre ellos. Las plantas del tratamiento testigo absoluto
(sin patégeno ni Trichoderma sp.) presentaron un peso seco radical superior al grupo
previamente descrito y se diferenciaron estadisticamente de éste, lo que evidencia un efecto
biocontrolador leve. Por ultimo, la combinacién patégeno mas Trichoderma INTA IF-630
aumentd 346 % el peso seco radical de las plantas con respecto al testigo (con el patégeno). En
cuanto a la comparacion estadistica de ensayos, el tratamiento testigo (patégeno) fue el Unico
con similitud estadistica entre ensayos. En el resto, el ensayo 2 tuvo valores de media superiores

al 1.

Tabla 3.1.3.9. Peso seco radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum INTA
IF-535 con Trichoderma sp.

Aislado de Aislado de Ensayo 1 Ensayo 2
Fusarium Trichoderma Peso seco Pesoseco  Valor p**
radical (mg)* radical (mg)*

- - 19,4 b 43,6 ¢ <0,0001
INTA IF-535 - 11,7 a 13,2a 0,42
INTA IF-535 INTA IF-549 16,4 b 32,1b 0,009
INTA IF-535 INTA IF-612 20,2 b 35,4b 0,0007
INTA IF-535 INTA IF-613 17,0b 37,6b 0,0002
INTA IF-535 INTA IF-614 15,9 b 40,6 b <0,0001
INTA IF-535 INTA IF-630 18,2 b 455d <0,0001

*Medias con una letra comuin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
** Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.10 se observan los grados en la escala de daifo aéreo en los distintos
tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparacion estadistica entre ambos ensayos. Los valores
mas altos de los rankings generados por la prueba estadistica indican medias mas elevadas de
los grados de severidad y, en consecuencia, mayor dafio en las plantas. El patégeno generd el
valor mas alto del ranking (medias de grado en la escala= 4 y 4,33 en los ensayos 1y 2,
respectivamente) y se diferencié estadisticamente del resto de los tratamientos (medias de
grados en la escala= 0 y 0,2). Respecto de la comparacion de ensayos, en todos los casos se
detectaron resultados similares. Por lo tanto, los dafios del patdgeno apreciados visualmente en

los tratamientos se mantuvieron entre ensayos.
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Tabla 3.1.3.10. Escala de dafio aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-535 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2

Aislado de Aislado de

: . Escala aér Escala aér Valor p**
Fusarium  Trichodermg ©->€@33€r€a Lscalaaerea p

(Ranking)* (Ranking)*

- - 18,5a (0,00 18,0a(0,0) >0,99
INTA IF-535 - 38,8b(4,0) 39,5b(4,3) 0,60
INTAIF-535  INTAIF-549 18,5a(0,0) 18,0a(0,0) >0,99
INTAIF-535  INTAIF-612 18,5a(0,0) 18,0a(0,0) >0,99
INTAIF-535  INTAIF-613 18,5a(0,0) 18,0a(0,0) >0,99
INTAIF-535  INTAIF-614 18,5a(0,0) 18,0a(0,0) >0,99

INTA IF-535 INTAIF-630 18,5a(0,0) 21,0a(0,2) 0,30
Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.
*Ranking con una letra comun en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.11 se observan los valores estimados sobre la escala de dafo radical en los
ensayos 1y 2 y su comparacion estadistica. Los valores mas altos de los rankings indican medias
mas elevadas de los grados de severidad en la escala y, en consecuencia, mayor dafio en las
plantas. En el ensayo 1, el testigo -patogeno- generd el mayor valor (media en los grados de la
escala= 2,5) y difirid estadisticamente del resto de los tratamientos (media= 1 o0 1,2). En cuanto
al ensayo 2, del mismo modo que en el 1, la aplicaciéon del patdégeno generd el mayor valor
(media= 2,2) y se agrupd estadisticamente con la aplicacidn del patégeno mas Trichoderma sp.
INTA IF-613 y 614 (media= 1,3), lo que evidencia que el aspecto de las raices de las plantas
tratadas con dichos aislados no fue dptimo, a pesar de tener un peso seco superior a las
inoculadas solo con el patégeno. Por ultimo, las plantas del testigo absoluto (sin patégeno ni
biocontroladores) y de los tratamientos INTA IF-549, 612 y 630 presentaron los valores mas
bajos sobre la escala de dafio y se diferenciaron estadisticamente del patégeno (media= 1). En
cuanto a la comparacion de ensayos, no se detectaron diferencias significativas entre estos. En
tal sentido, la apreciacién visual de los dafos ocasionados por el patdégeno en los diversos

tratamientos se mantuvo entre ensayos.

150



Tabla 3.1.3.11. Escala de dafio radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-535 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2

Aislado de Aislado de

; . Escala radical Escalaradical Valor p**
Fusarium Trichoderma  Esc@la radical Escala radica P

(Ranking)* (Ranking)*

- - 17,5a(1,0) 18,0a(1,0) >0,9
INTA IF-535 - 38,8b(2,5) 32,2b(2,2) 0,6
INTAIF-535  INTAIF-549  17,5a(1,0) 18,0a(1,0) >0,9
INTAIF-535  INTAIF-612  17,5a(1,0) 18,0a(1,0) >0,9

INTA IF-535 INTA IF-613 17,5a(1,0) 21,7ab(1,3) 0,6
INTA IF-535 INTA IF-614 20,8a(1,2) 24,5ab(1,3) 0,5
INTA IF-535 INTA IF-630 20,8a(1,2) 18,0 a (1,0) >0,9

Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.
*Ranking con una letra comun en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En las Figuras 3.1.3.11 y 3.1.3.12 se observan las plantas de calibrachoa Pampa Salmdén-INTA

para cada tratamiento aplicado.
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Figura 3.1.3.11. Ensayo in vivo de Fusarium INTA IF-535 frente a aislados de Trichoderma sp. - Parte
aérea. A) Testigo absoluto; B) INTA IF-535; C) INTA IF-535 + INTA IF 549; D) INTA IF-535 + INTA IF 612; E)
INTA IF-535 + INTA IF 613; F) INTA IF-535 + INTA IF 614; G) INTA IF-535 + INTA IF 630. (Barras= 2 cm).
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Figura 3.1.3.12. Ensayo in vivo de Fusarium INTA IF-535 frente a aislados de Trichoderma sp. - Parte
radical. A) Testigo absoluto; B) INTA IF-535; C) INTA IF-535 + INTA IF 549; D) INTA IF-535 + INTA IF 612; E)
INTA IF-535 + INTA IF 613; F) INTA IF-535 + INTA IF 614; G) INTA IF-535 + INTA IF 630. (Barras= 2 cm).
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Fusarium proliferatum INTA IF-536

En la Tabla 3.1.3.12 se observa el peso fresco aéreo de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en los
distintos tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparacién estadistica entre ambos ensayos.
En el ensayo 1 para el tratamiento testigo (patdgeno) y el tratamiento con el aislado de
Trichoderma INTA IF-614, se observaron los valores mas bajos de peso fresco aéreo con similitud
estadistica entre ellos. En tal sentido, la aplicacién del INTA IF-614 no tuvo efecto
biocontrolador. El resto de los tratamientos -que incluye al testigo absoluto- generé plantas con
mayor peso fresco aéreo y se diferencié estadisticamente de los tratamientos previamente
descritos, sin diferencias entre ellos. El aislado de Trichoderma INTA IF-630 generd un aumento
del 445 % en el peso fresco aéreo de las plantas de calibrachoa respecto del tratamiento con
aplicacién del patégeno.

En el ensayo 2, al igual que en el 1, el tratamiento con aplicacion del patégeno fue el que generd
el peso fresco aéreo mas bajo (249,2 mg) diferente estadisticamente del resto. Esto demuestra
el efecto del aislado de F. proliferatum. Trichoderma INTA IF-614 incrementd el peso fresco
aéreo de las plantas (448,7 mg) y se diferencid estadisticamente del testigo (con el patégeno).
Los aislados INTA IF-549 y 612 presentaron comportamiento similar entre si, con menor merma
de peso fresco aéreo causada por el patégeno que el aislado INTA IF-614. El tratamiento testigo
absoluto (sin patdgeno ni Trichoderma sp.) produjo plantas con mayor peso fresco aéreo que el
grupo descrito anteriormente (837,3 mg). Por ultimo, INTA IF-630 y 613 mejoraron el peso fresco
aéreo de las plantas respecto de todos los grupos anteriormente mencionados, lo que aporta
evidencia sobre sus efectos en el biocontrol y en la promocién del crecimiento. En la
comparacién estadistica de los ensayos, el Unico tratamiento con similitud fue INTA IF-614. En

el resto de los casos el ensayo 2 superd en peso fresco aéreo al 1.

Tabla 3.1.3.12. Peso fresco aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-536 con Trichoderma sp.

. . Ensayo 1 Ensayo 2
Aislado de Aislado de

i ; P fr P fr Valor p**
Fusarium  Trichoderma ' <3 1resco eso fresco P

aéreo (mg)* aéreo (mg)*

- - 532,2b 837,3d 0,01
INTA IF-536 - 161,2a 249,2 a 0,04
INTA IF-536 INTA IF-549 548,0 b 744,7 c 0,01
INTA IF-536 INTA IF-612 580,8 b 751,8 ¢ 0,02
INTA IF-536 INTA IF-613 710,8 b 972,8 e 0,01
INTA IF-536 INTA IF-614 320,8 a 448,7b 0,18
INTA IF-536 INTA IF-630 718,7b 929,0 e 0,01

*Medias con una letra comuin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.
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En la Tabla 3.1.3.13 se observa el peso fresco radical de calibrachoa Pampa Salmdn-INTA en los
distintos tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparacidn estadistica entre los mismos. En el
ensayo 1, las plantas testigo (inoculadas con el patdgeno) presentaron el peso fresco radical mas
bajo (126,3 mg). Luego se ubicaron los tratamientos INTA IF-614 (137,7 mg), INTA IF-549 (228,2
mg), INTA IF-612 (230,5 mg), testigo absoluto -sin patdgeno ni Trichoderma sp.- (233,7 mg) y el
aislado INTA IF-630 (251 mg). En estos existe evidencia de un posible efecto biocontrolador del
patdégeno. Por ultimo, el tratamiento con Trichoderma INTA IF-613 generd el peso fresco radical
mas elevado (317,3 mg) y se infiere que existe un efecto biocontrolador y promotor del
crecimiento. En el ensayo 2, la tendencia fue similar al 1. Las plantas del tratamiento testigo -
con aplicacion del patdgeno- tuvieron el peso fresco radical mas bajo (126,2 mg).
Posteriormente se ubicaron las plantas del tratamiento INTA IF-614, que superd en peso fresco
de la raiz al testigo, pero quedd por debajo del testigo absoluto (sin patégeno ni Trichoderma
sp.). Las plantas de los tratamientos INTA IF-549, 612 e INTA IF-630 presentaron un peso fresco
radical superior a los mencionados previamente, lo que evidencié su efecto biocontrolador. El
tratamiento testigo absoluto no difirié estadisticamente de los tratamientos mencionados
anteriormente. Por ultimo, el tratamiento con el aislado de Trichoderma INTA IF-613 generd el
mayor peso fresco radical y superd al testigo -con el patdégeno- un 331 % e implicé un efecto
biocontrolador y promotor del crecimiento. En cuanto a la comparacién estadistica de ensayos,
en el Unico caso que se observaron similitudes fue entre los tratamientos testigo -con aplicacion

del patégeno-. En el resto de los casos se observd peso fresco radical mayor para el ensayo 2.

Tabla 3.1.3.13. Peso fresco radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-536 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2

Aislado de Aislado de

j j Valor p**
Fusarium  Trichoderma Peso fresco Peso fresco p

radical (mg)* radical (mg)*

- - 233,7b 471,7 c 0,0001
INTA IF-536 - 126,3 a 126,2 a 0,9966
INTAIF-536  INTA IF-549 2282 b 407,5¢ 0,0002
INTAIF-536  INTAIF-612 230,5b 456,8 c 0,0003
INTAIF-536  INTAIF-613 317,3 ¢ 544,5d 0,0006
INTAIF-536  INTAIF-614 137,7b 244,8b 0,0012
INTAIF-536  INTA IF-630 251,0b 476,2 c 0,0003

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.14 se observa el peso seco aéreo de las plantas de calibrachoa en los distintos

tratamientos para los ensayos 1y 2 y la comparacién estadistica entre ambos ensayos. En el
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ensayo 1 no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, pero se detecté una
tendencia similar a la observada para el peso fresco aéreo -menor peso generado por el
tratamiento testigo (el patdégeno) y mayor peso generado por el aislado INTA IF-613-. En cuando
al ensayo 2, se observaron diferencias. Los tratamientos INTA IF-614 y el testigo (patégeno)
generaron los valores de peso seco aéreo mas bajo. Las plantas del testigo absoluto (sin
patdgeno ni Trichoderma sp.) y las de los tratamientos INTA IF-549, 612, 613 y 630 no difirieron
estadisticamente entre si, pero se diferenciaron de las mencionadas anteriormente. Esto
permitié demostrar el efecto biocontrolador de los aislados de Trichoderma sp. puestos a
prueba. Respecto de la comparacion de ensayos, el testigo absoluto (sin patdogeno ni
Trichoderma sp.), el testigo (solo patdgeno) e INTA IF-614 mostraron similitud estadistica entre

ensayos. En el resto de los casos el peso seco aéreo fue mayor en el ensayo 2.

Tabla 3.1.3.14. Peso seco aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum INTA
IF-536 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2
Aislado de Aislado de %
Fusarium Trichoderma Peso seco Peso seco  Valorp
aéreo (mg)* aéreo (mg)*

- - 79,9 a 122,7b 0,07
INTA IF-536 - 61,9 a 819a 0,1
INTA IF-536 INTA IF-549 76,2 a 110,8 b 0,005
INTA IF-536 INTA IF-612 839a 103,6b 0,02
INTA IF-536 INTA IF-613 89,7 a 1355b 0,01
INTA IF-536 INTA IF-614 63,8 a 75,8 a 0,08
INTA IF-536 INTA IF-630 88,4a 129,7b 0,01

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En cuanto al peso seco radical de las plantas de calibrachoa Pampa Salmén-INTA, en la Tabla
3.1.3.15 se observan los resultados de los ensayos 1y 2 para cada tratamiento y su comparacion
estadistica. En el ensayo 1, las plantas tratadas con el patégeno -testigo- e INTA IF-614 generaron
el peso seco radical mas bajo, lo que demuestra el efecto del patdégeno sobre las plantas y la
nula capacidad de biocontrol de INTA IF-614. Por otro lado, las plantas del testigo absoluto y las
de los tratamientos en combinacién de patégeno con Trichoderma sp. INTA IF-549, 612, 613 y
630 superaron en peso seco radical a los anteriores -sin diferencias estadistica entre
tratamientos-, lo que demuestra un efecto biocontrolador. En el ensayo 2, se detectd que las
plantas tratadas con INTA IF-614 y las del testigo (patdgeno) tuvieron el peso seco radical mas
bajo, sin diferencias estadisticas entre estos. Por otro lado, se diferenciaron estadisticamente
de los tratamientos anteriormente mencionados las plantas tratadas con INTA IF-612. Por

ultimo, las plantas del testigo absoluto (sin patdégeno ni Trichoderma sp.) y aquellas tratadas con
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los aislados INTA IF-549, 613 y 630, tuvieron el peso seco radical mas elevado sin diferencias
estadisticas entre tratamientos. Esto permitié demostrar el efecto biocontrolador de los aislados
de Trichoderma sp. En la comparacion se observd que el Unico tratamiento similar
estadisticamente en los dos ensayos fue el testigo -patdgeno-. En el resto de los casos, los pesos

secos de las raices fueron superiores en el ensayo 2.

Tabla 3.1.3.15. Peso seco radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum INTA
IF-536 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2

Aislado de Aislado de

j j Valor p**
Fusarium  Trichoderma  © S50 S€€0 Peso seco P

radical (mg)* radical (mg)*

- - 19,4 b 43,6 ¢ <0,0001
INTA IF-536 - 14,1a 20,3 a 0,9900
INTA IF-536 INTA IF-549 18,8 b 42,5c 0,0003
INTA IF-536 INTA IF-612 18,4 b 36,0b <0,0001
INTA IF-536 INTA IF-613 24,8b 49,9 c 0,0001
INTA IF-536 INTA IF-614 12,7 a 14,1a 0,0200
INTA IF-536 INTA IF-630 20,1b 43,7 ¢ <0,0001

*Medias con una letra comin en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En la Tabla 3.1.3.16 se observan los grados sobre la escala de dafo aéreo en los distintos
tratamientos de los ensayos 1y 2 y la comparacion estadistica entre ambos ensayos. Los valores
mas altos de rankings generados por la prueba estadistica indican medias mas elevadas de los
grados de severidad y, en consecuencia, mayor dafio en las plantas. En el ensayo 1, las plantas
del tratamiento testigo absoluto (sin patdgeno ni Trichoderma sp.) y las de los tratamientos INTA
IF-549, 612, 613y 630, tuvieron los valores de ranking mas bajos (grados medios sobre la escala=
0 y 0,25). El patogeno -testigo- e INTA IF-614 tuvieron los valores de ranking mas elevados
(medias= 4,33y 0,85 respectivamente). En tal sentido, los dafios en la parte aérea de las plantas
que visualmente se estimaron como mayores coincidieron con los menores valores de peso
fresco y seco aéreo detallados previamente. En el ensayo 2 las plantas tratadas con el patégeno
-testigo- tuvieron el valor de ranking mas alto (media sobre la escala= 4,33). Las plantas del resto
de los tratamientos tuvieron valores inferiores de rankings y medias, pero sin diferencias
estadisticas entre tratamientos. En cuanto a la comparacion de ensayos, puede observarse que,
con excepcion del tratamiento INTA IF-614, todos los resultados fueron estadisticamente
comparables entre ensayos. En consecuencia, la deteccién visual de los dafios aéreos permite

estimar el dafio causado por el patogeno.
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Tabla 3.1.3.16. Escala de dafio aéreo de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-536 con Trichoderma sp.

. . Ensayo 1 Ensayo 2
Aislado de Aislado de

: . Escala aér Escala aér Valor p**
Fusarium  Trichodermg 533 3€rea tscalaaerea P

(Ranking)* (Ranking)*
- - 15,0 a (0,0) 16,0 a (0,0) >0,9

INTA IF-536 - 38,7 b (4,3) 39,5b (4,3) >0,9
INTA IF-536 INTA IF-549 17,9a(0,2) 22,0a(0,3) 0,5
INTA IF-536 INTA IF-612 15,0 a (0,0) 16,0 a (0,0) >0,9
INTA IF-536 INTA IF-613 15,0 a (0,0) 19,0a(0,2) 0,3

INTA IF-536 INTA IF-614 33,8b (1,3) 22,0a(0,3) 0,02
INTA IF-536 INTA IF-630 15,0 a (0,0) 16,0 a (0,0) >0,9
Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.

*Ranking con una letra comun en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Por ultimo, en la Tabla 3.1.3.17 se observan los valores de dafio radical estimados sobre la escala
en los distintos tratamientos de los ensayos 1 y 2 y la comparacidn estadistica entre ambos
ensayos. Los valores mas altos de los rankings indican medias mas elevadas de los grados de
severidad en la escala y, en consecuencia, mayor dafio en las plantas. En el ensayo 1, el testigo
absoluto -sin patégeno ni Trichoderma sp.-, Trichoderma sp. INTA IF-549, 612 y 630 tuvieron los
valores mas bajos de escala, lo que implica menor dafio en las plantas. Las plantas tratadas con
INTA IF-613 tuvieron valores de escala estadisticamente similares a los tratamientos
anteriormente mencionados. INTA IF-614 tuvo similitudes estadisticas con el tratamiento INTA
IF-613 y con el tratamiento testigo -patégeno- con las medias de escala mas elevadas. En el
ensayo 2, los tratamientos testigo absoluto -sin patdégeno ni Trichoderma sp.-, y los tratamientos
INTA IF-549, 612, 613 y 630 tuvieron los valores mas bajos de escala (medias de escala entre 1y
1,3). INTA IF-614, tuvo similitud estadistica con el grupo previamente mencionado y con el
tratamiento testigo (sdlo patégeno) con valores de escala superiores al resto de los
tratamientos. Este ultimo tratamiento expresd los dafios visuales mas evidentes para la zona
radical, en concordancia con los resultados referidos al peso fresco y seco radical. Respecto de
la comparacién de ensayos, pudo detectarse que todos los tratamientos fueron idénticos en

ambos ensayos.
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Tabla 3.1.3.17. Escala de dafio radical de calibrachoa en ensayos de biocontrol de Fusarium proliferatum
INTA IF-536 con Trichoderma sp.

Ensayo 1 Ensayo 2

Aislado de Aislado de

; . Escala radical Escala radical Valor p**
Fusarium  Trichoderma ESc@laradical Escala radica P

(Ranking)* (Ranking)*

- - 14,5a(1,0)  15,5a(1,0) >0,9
INTA IF-536 - 36,2¢(2,2) 37,0b(2,2) >0,9
INTAIF-536  INTAIF-549  14,5a(1,0)  15,5a(1,0) >0,9
INTAIF-536  INTAIF-612  14,5a(1,0)  15,5a(1,0) >0,9

INTA IF-536 INTAIF-613  21,3ab(1,3) 22,3a(1,3) >0,9
INTA IF-536 INTAIF-614  35,0bc(2,0) 29,2ab(1,7) 0,1
INTA IF-536 INTA IF-630 14,5 a (1,0) 15,5a(1,0) >0,9

Los valores entre paréntesis indican el valor medio de escala.
*Ranking con una letra comun en misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En las Figuras 3.1.3.13 y 3.1.3.14 se observan las plantas de calibrachoa Pampa Salmdén-INTA

para cada tratamiento.
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Figura 3.1.3.13. Ensayo in vivo Fusarium INTA IF-536 frente a aislados de Trichoderma sp. - Parte aérea.
A) Testigo absoluto; B) INTA IF-536; C) INTA IF-536 + INTA IF 549; D) INTA IF-536 + INTA IF 612; E) INTA
IF-536 + INTA IF 613; F) INTA IF-536 + INTA IF 614; G) INTA IF-536 + INTA IF 630. (Barras= 2 cm).
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[F]
Figura 3.1.3.14. Ensayo in vivo Fusarium INTA IF-536 frente a aislados de Trichoderma sp. - Parte radical

A) Testigo absoluto; B) INTA IF-536; C) INTA IF-536 + INTA IF 549; D) INTA IF-536 + INTA IF 612; E) INTA
IF-536 + INTA IF 613; F) INTA IF-536 + INTA IF 614; G) INTA IF-536 + INTA IF 630. (Barras= 2 cm).

161



En los ensayos precedentes fue posible identificar una tendencia en el comportamiento
biocontrolador de los aislados de Trichoderma, aunque existié cierto grado de variabilidad en
la respuesta. Contra F. proliferatum INTA IF-535, Trichoderma INTA IF-630 tuvo capacidad de
biocontrol y en algunos casos mejord el peso de las plantas. Esta situacion se observé en todos
los ensayos con excepcién de las cuantificaciones del peso seco aéreo y radical, donde los
mejores resultados se obtuvieron con Trichoderma sp. INTA IF-613 y 612 respectivamente.
Contra F. proliferatum INTA IF-536, Trichoderma INTA IF-613 fue el que generd los mejores
resultados en peso y permitié en algunos casos superar al testigo, con evidencia de un efecto
promotor del crecimiento ademads de biocontrolador. Trichoderma INTA IF-630 se posiciond
también como un buen biocontrolador.

En evaluaciones en invernadero con plantas de tomate, Barari (2016) observé una disminucién
del 67,5 al 12,5 % en la incidencia de la marchitez causada por F. oxysporum luego de aplicar un
aislado nativo de Trichoderma sp. Adicionalmente, la altura y la cantidad de frutos por planta
aumentaron. Sundaramoorthy y Balabaskar (2013) evaluaron 5 aislados de Trichoderma sp.
frente al mismo fitopatégeno en tomate y las plantas tratadas con un aislado de T. harzianum
expresaron una reduccion de marchitez del 42,4 %, un incremento de la altura y del
rendimiento. Este aislado, al igual que en la experiencia realizada en el presente trabajo, se
preselecciond luego de verificar su capacidad antagonista in vitro. Martinez-Medina et al. (2009)
evaluaron la efectividad de una formulacién de vermiculita y bentonita con T. harzianum para
controlar a F. oxysporum, agente causal de la marchitez del meldn y registraron una disminucion
de la incidencia de un 45 % y mejoras en el peso fresco de las plantas de un 49 %.

Se han identificado muchas especies de Trichoderma como potenciales agentes de control
biolégico frente a mas de cuarenta hongos fitopatdgenos (Papavizas, 1985). Monte (2001) indica
que esta capacidad es una caracteristica muy estable ya que las especies estudiadas se
reproducen sin recombinacion genética. En los ensayos in vitro desarrollados en este trabajo se
han podido observar algunos de los mecanismos de accién directos de Trichoderma. De acuerdo
con Jiménez Diaz et al. (2010) los antibidticos y las enzimas que hidrolizan la pared celular de los
hongos son los maximos responsables del efecto antagonista de Trichoderma. Se infiere que
estos mecanismos, sumados a la capacidad de Trichoderma de generar resistencia sistémica
inducida (ISR) en las plantas (mecanismos de accion indirectos), podrian explicar los resultados
obtenidos. Se ha informado el control de una amplia gama de fitopatdgenos, incluidos hongos,
Oomycota, bacterias y virus a través de la induccidon de resistencia por Trichoderma spp.
(Harman et al., 2004). Las plantas tienen un sistema inmune capaz de detectar dominios con
rasgos estructurales conservados tipicos de microorganismos, llamados patrones moleculares

asociados a patégenos o microbios (PAMP o MAMP, respectivamente). Las respuestas de las
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plantas desencadenadas por MAMP aparecen rapidamente e involucran flujos de iones a través
de la membrana plasmatica, la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), dxido nitrico,
etileno y, mas tarde, la deposicidon de calosa y la sintesis de compuestos antimicrobianos
(Hermosa et al., 2012). Ciertas proteinas que participan en la colonizacion de raices por parte
de Trichoderma pueden actuar como MAMP (Brotman et al., 2008) y desencadenar respuestas
frente al ataque de patdgenos. Djonovi¢ et al. (2006) aislaron y caracterizaron una proteina
denominada Sm1 que tiene la capacidad de activar ISR en plantas que se clasific6 como un
elicitor proteico que forma parte de las sefales quimicas y moleculares que activan las defensas
durante la asociacién simbidtica entre T. virens y las raices de algodonero. Hermosa et al. (2012)
mencionaron que probablemente las plantas desarrollaron quitinasas como mecanismo para
censar la quitina y liberar los polimeros activos de las paredes celulares de los hongos patégenos,
gue desencadenan respuestas de defensa. La actividad de las quitinasas de Trichoderma puede
liberar quitooligosacdridos y contribuir indirectamente a la induccidn de este mecanismo de
defensa. Del mismo modo, ciertos metabolitos secundarios producidos por Trichoderma, que
ejercen un efecto antimicrobiano en dosis altas, actian como MAMP y como compuestos
similares a auxinas en concentraciones bajas. A 1 ppm, la 6-pentil-a-pirona, la harzianolida y la
harzianopiridona activan los mecanismos de defensa de las plantas y regulan el crecimiento de
las plantas en diversas especies vegetales (Vinale et al., 2008). En estudios posteriores, serd

necesario evaluar los mecanismos de activacion de los aislados de Trichoderma seleccionados.

f. Promocidn de crecimiento

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de promocion de
crecimiento de seis variedades de calibrachoa con la aplicacién de los cinco aislados de
Trichoderma sp. preseleccionados como biocontroladores. Se presentan por variedad de
calibrachoa, con todas las variables de crecimiento y desarrollo evaluadas. Las caracteristicas del
sustrato se muestran a continuacién de las de las plantas. En todos los casos, los valores

expresados corresponden a la Ultima medicidn realizada.

Calibrachoa Pampa Salmdén-INTA

En las Tablas 3.1.3.18 a 23 se observan el peso fresco y seco aéreo, el peso fresco y seco radical,
el nimero de flores de calibrachoa Pampa Salmon-INTA vy los parametros fisicoquimicos del
sustrato en respuesta a la aplicacién de los aislados de Trichoderma sp. Las plantas tratadas con
INTA IF-614 y especialmente INTA IF-549 mejoraron el peso fresco aéreo respecto del testigo y

de la aplicacion del aislado INTA IF-612.
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Las plantas tratadas con Trichoderma INTA IF-612 presentaron el peso fresco aéreo mds bajo,
un 29 % menor al testigo. Estas y las plantas inoculadas con INTA IF-630 y 613, no presentaron
diferencias estadisticas entre si, pero se observé una tendencia por los antagonistas a
incrementar el peso fresco aéreo. El aislado INTA IF-614 generd un aumento del peso fresco de
las plantas del 85 % respecto del testigo. Por Ultimo, Trichoderma INTA IF-549 fue el aislado con

mejor desempeno, que aumento el peso fresco aéreo de las plantas un 113 %.

Tabla 3.1.3.18. Peso fresco aéreo de calibrachoa Pampa Salmon-INTA en respuesta a la aplicacién de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Fresco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 1712,5a

- 2444,2 b
INTA IF-630 3865,2 b
INTA IF-613 4320,7b
INTA IF-614 4523,3 ¢
INTA IF-549 5210,5d

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En cuanto al peso seco aéreo de las plantas, la tendencia fue similar a la observada en el peso
seco fresco. Las plantas tratadas con el aislado INTA IF-612 presentaron el peso seco mas bajo
con diferencias estadisticas con el testigo (26 %). Este Ultimo tratamiento junto con los aislados
INTA IF-614 y 630, no difirieron entre si, pero se observé una tendencia a aumentar el peso seco
aéreo con la aplicacion de Trichoderma sp. INTA IF-613 aumenté el peso seco de las plantas
respecto del testigo sin Trichoderma sp. un 90 % e INTA IF-549 un 95 %. Estos dos ultimos

tratamientos evidenciaron un efecto promotor del crecimiento.

Tabla 3.1.3.19. Peso seco aéreo de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 297,7 a

- 403,3b
INTA IF-614 629,4 b
INTA IF-630 631,0b
INTA IF-613 766,2 c
INTA IF-549 787,1d

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Respecto del peso fresco radical, no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos pero se detectd que las plantas tratadas con aislados de Trichoderma sp.

aumentaron el peso fresco de las raices de calibrachoa Pampa Salmdén-INTA.
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Tabla 3.1.3.20. Peso fresco radical de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*

- 1722,7 a
INTA IF-614 1820,7 a
INTA IF-612 1910,5a
INTA IF-630 1978,3 a
INTA IF-613 2044,0a
INTA IF-549 2059,3 a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Con respecto al peso seco radical, las plantas tratadas con los aislados INTA IF-612, 614, 549 y
630 no difirieron estadisticamente de las testigo pero tuvieron mayor peso. El aislado INTA IF-
613 generd un aumento de peso respecto del testigo (45 %) y evidencié efecto promotor del

crecimiento de las plantas de calibrachoa Pampa Salmdén-INTA.

Tabla 3.1.3.21. Peso seco radical de calibrachoa Pampa Salmdon-INTA en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*

- 120,2 a
INTA IF-612 127,2 a
INTA IF-614 128,1a
INTA IF-549 146,7 a
INTA IF-630 147,7 a
INTA IF-613 174,1b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En cuanto al nimero de flores, las plantas tratadas con el aislado INTA IF-612 generaron menor
numero que el testigo. Este ultimo, al igual que los tratamientos INTA IF-614 y 549, no se
diferenciaron estadisticamente pero se observdé mayor nimero de flores en los tratamientos
con Trichoderma sp. Los aislados INTA IF-630 y 613, aumentaron la produccion de flores (67 y

74 % respectivamente) de manera significativa tanto frente a este Ultimo, como entre si.

Tabla 3.1.3.22. Numero de flores de calibrachoa Pampa Salmdén-INTA en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma N° Flores*

INTA IF-612 2,0a

- 2,7b
INTA IF-614 32b
INTA IF-549 43b
INTA IF-630 4,5c
INTA IF-613 4,7d

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa Pampa Salmén-INTA inoculada con Trichoderma
sp. pueden observarse en la Figura 3.1.3.15.

Trichoderma INTA IF-630 disminuyd el pH del sustrato. Los pH en los tratamientos con INTA IF-
614,549y 613 no se diferenciaron estadisticamente del testigo. El sustrato tratado con el aislado

INTA IF-612 presentd un aumento en el pH del 5 %.

¥
i

Figura 3.1.3.15. Plantas de calibrachoa Pampa Salmén-INTA luego de crecer en un sustrato enriquecidos
con aislados de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614
y; F) INTA IF-630 (Barra= 5 cm).

La conductividad eléctrica (CE) no mostro diferencias entre tratamientos. La cantidad de nitratos
(NOs") en el sustrato tampoco superé estadisticamente al testigo, pero fue notable la diferencia
numérica producida por INTA IF-614, 613, 630. Con INTA IF-630 disminuyd el contenido de
fosforo mientras se incrementd con la aplicaciéon de INTA IF-549. El contenido de calcio fue
similar entre los tratamientos testigo, INTA IF-549 y 613 y menor en los sustratos tratados con
INTA IF-612 (42 %), 630 y 614. En cuanto al magnesio, los valores disminuyeron en los
tratamientos con INTA IF-612, 630 y 614. Para el potasio, ningun tratamiento difirid del testigo,
a excepcién de INTA IF-612 que redujo el contenido un 36 %. La cantidad de hierro disminuyd

con INTAIF-612, 630y 614.
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Tabla 3.1.3.23. Parametros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa Pampa Salmén-INTA en
respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma * PH* CE(dS/m)* NOs*  P* Ca* Mg* K*  Fe*

INTA IF-630 57a 05a 1550a 44,3a 4,8a 3,8a 176,5b 3,8a
INTA IF-614 58b 06a 159,6a 49,3b 50a 4,2a 193,0b 4,2a

- 58b 06a 459a 52,3b 7,6b 57b 196,7b 5,7
INTA IF-549 58b 0,7a 70,6a 53,3¢c 6,2b 51b 2205b 51b
INTA IF-613 60b 05a 156,2a 49,0b 7,1b 49b 169,1b 4,9b
INTA IF-612 6,1c 0,5a 60,1a 44,9b 4,3a 3,73 144,4a 3,7 a

*Medias con una letra comun dentro de cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg del elemento/l de muestra himeda.

Calibrachoa Overa Fucsia-INTA

En las Tablas 3.1.3.24, 25, 26, 27, 28 y 29 se observan el peso fresco aéreo, el peso seco aéreo,
el peso fresco radical, el peso seco radical, el nimero de flores de calibrachoa Overa Fucsia-INTA
y los parametros fisicoquimicos del sustrato en respuesta a la aplicacion de los aislados de
Trichoderma sp.

El peso fresco aéreo de las plantas aumentd un 71,5 % con la aplicacidn del aislado INTA-IF 614.
Para el resto de los tratamientos no se observaron diferencias con el testigo (p> 005), salvo una

tendencia a aumentar el peso fresco aéreo con la aplicacidon de INTA IF-549 y 630.

Tabla 3.1.3.24. Peso fresco aéreo de calibrachoa Overa Fucsia-INTA en respuesta a la aplicacién de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Fresco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 1828,2 a
INTA IF-613 2415,3 a

- 2807,2 a
INTA IF-549 2905,3 a
INTA IF-630 2987,3a
INTA IF-614 4814,8 b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

El peso seco aéreo de las plantas tuvo plena relacién con lo observado en el peso fresco. El

aislado INTA IF-614 generd un aumento de peso seco aéreo del 78 %.
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Tabla 3.1.3.25. Peso seco aéreo de calibrachoa Overa Fucsia -INTA en respuesta a la aplicacién de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 246,0 a
INTA IF-613 327,7 a

- 344,3a
INTA IF-549 3519a
INTA IF-630 391,4a
INTA IF-614 613,1b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Tanto el peso fresco como peso seco radical, no difirieron entre los tratamientos con o sin
aplicacion de microorganismos. En ambos casos hubo combinaciones de sustrato-Trichoderma

sp. que disminuyeron (INTA IF-613 y 549) o aumentaron (INTA IF-614) su valor.

Tabla 3.1.3.26. Peso fresco radical de calibrachoa Overd Fucsia -INTA respuesta a la aplicacion
Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*

INTA IF-613 802,7 a
INTA IF-549 920,7 a
INTA IF-630 1312,5a

- 1432,7 a
INTA IF-614 1597,8 a
INTA IF-612 1705,2 a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Tabla 3.1.3.27. Peso seco radical de calibrachoa Overa Fucsia -INTA en respuesta a la aplicacidn de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*

INTA IF-613 59,3a
INTA IF-549 62,4a
INTA IF-612 77,5a

- 78,2 a
INTA IF-630 89,4a
INTA IF-614 104,1a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En lo que respecta al nimero de flores, la aplicacion del aislado INTA IF-614 de Trichoderma sp.

mejord la produccién un 120 %, Unico tratamiento con respuesta diferente al testigo.
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Tabla 3.1.3.28. Numero de flores de calibrachoa Overd Fucsia -INTA en respuesta a la aplicacién de
Trichoderma sp.
Aislado de Trichoderma N° Flores*

INTA IF-613 1,5a
INTA IF-549 2,0a

- 2,8a
INTA IF-630 3,0a
INTA IF-612 3,5a
INTA IF-614 6,2b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa Overda Fucsia-INTA inoculada con Trichoderma

sp. pueden observarse en la Figura 3.1.3.16.
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Figura 3.1.3.16. Plantas de calibrachoa Overa Fucsia-INTA luego de crecer en un sustrato enriquecidos
con aislados de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614
y; F) INTA IF-630 (Barra= 5 cm).

La interaccién de los distintos aislados de Trichoderma sp. con el sustrato y la variedad Overa
Fucsia-INTA generé una disminucién significativa del pH del sustrato. Trichoderma INTA IF-630
generd la mayor modificacion al disminuir el pH un 7 %. Los valores de conductividad eléctrica
se incrementaron con el agregado de los aislados de Trichoderma sp. Al igual que para el pH,

INTA IF-630 generé los valores mas elevados, un 75% superiores del testigo.
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El contenido de nitratos fue afectado por los distintos aislados de Trichoderma sp. INTA IF-612,
613, 549 y 630 lo aumentaron significativamente con alzas entre 115 (INTA IF-613) y 143 % (INTA
IF-630). En cuanto al contenido de fésforo del sustrato, el aislado INTA IF-612 lo aumentd un 26
%. El sustrato con la aplicacién del aislado INTA IF-614 obtuvo el menor registro, pero sin
significancia estadistica.

Para la variable calcio, todas las aplicaciones de Trichoderma sp. dieron lugar a aumentos del
catién en el sustrato, con excepcién de INTA IF-613. Los valores mas elevados se registraron
luego de la aplicacién de INTA IF-612, que superd al testigo en un 293 %. La cantidad de
magnesio en el sustrato se modificé significativamente por la aplicacién de los aislados INTA IF-
613, 549, 612 y 630, que generaron aumentos de entre un 58 y un 227 %. La aplicacion de INTA
IF-614 no difirid estadisticamente del testigo pero tuvo resultados superiores a este ultimo.

Los valores de potasio en los sustratos analizados aumentaron de manera significativa mediante
la aplicacidn de los aislados de Trichoderma sp. INTA IF-549, 612, 613 y 630, mientras que INTA
IF-614 no generd diferencias con el testigo.

Al analizar los aislados de Trichoderma sp. que aumentaron los valores de potasio en el sustrato,
puede observarse 20 % (INTA IF-549), 26 y 31 % (INTA IF-612 y 613) y 39 % (INTA IF-630). Por
ultimo, las cantidades de hierro fueron similares estadisticamente entre todos los aislados de
Trichoderma sp. y el testigo, excepto para INTA IF-612 que los disminuyd, con tendencia general

de la aplicacién de Trichoderma sp. a disminuir dicho valor.

Tabla 3.1.3.29. Parametros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa Overa Fucsia-INTA en respuesta
a la aplicacion de Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma pH* CE (dS/m)* NOs:* P* Ca* Mg* K* Fe*
INTA IF-630 4,4 3 0,7c 4959b 528a 80b 66c 2144d 13,6b
INTA IF-612 45b 0,6b 4014b 63,1b 82b 65c 1945c 69a
INTA IF-549 4,5b 0,6b 4453b 525a 69b 53b 184,0b 13,3b
INTA IF-613 4,5b 0,6b 439,5b 53,5a 3,0a 46b 2020c 17,2b
INTA IF-614 46b 0,5a 2776a 47,1a 72b 3,4a 152,8a 129b
- 4,7 c 0,4a 204,0a 499a 28a 29a 153,7a 196b

*Medias con una letra comun para cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg/| de sustrato himedo.

Calibrachoa INTA 06575

En las Tablas 3.1.3.30 a 35 se observa el peso fresco aéreo, el peso seco aéreo, el peso fresco
radical, el peso seco radical, el numero de flores de calibrachoa INTA 06575 y los parametros
fisicoquimicos de los sustratos para los distintos tratamientos.

El peso fresco aéreo de las plantas se mantuvo sin diferencias con el testigo para todos los

tratamientos con Trichoderma sp., excepto para INTA IF-612 que generd 55 % de merma. En el
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resto de los casos, al margen de no detectarse diferencias estadisticas, el agregado de
microorganismos aumenté el peso fresco aéreo hasta un 40 % (INTA IF-549). La misma tendencia

pudo observarse para el caso del peso seco aéreo.

Tabla 3.1.3.30. Peso fresco aéreo de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.

Aislado de Trichoderma Peso Fresco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 1763,2 a

- 3177,3b
INTA IF-613 3641,3 b
INTA IF-630 3965,8 b
INTA IF-614 4079,5b
INTA IF-549 4448,7 b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Tabla 3.1.3.31. Peso seco aéreo de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la aplicacién de Trichoderma

sp.
Aislado de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 246,2 a

- 4146 b

INTA IF-613 4233 b

INTA IF-630 550,9 b

INTA IF-614 565,7 b

INTA IF-549 613,4b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Respecto del peso fresco radical, se observé una tendencia a la disminucién de la variable con
la aplicacion de los aislados de Trichoderma sp. INTA IF-613 (33 %), 612 (45 %), 549 (50 %) y 614
(67 %). En cuanto al aislado INTA IF-630, si bien no existieron diferencias estadisticas con el
testigo, disminuyd el peso de las plantas de calibrachoa INTA 06575. Igual tendencia fue

observada en la variable peso seco radical.

Tabla 3.1.3.32. Peso fresco radical de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la aplicacion de
Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*

INTA IF-614 788,7 a
INTA IF-549 1068,3 a
INTA IF-612 1179,7 a
INTA IF-613 1423,8 a
INTA IF-630 1879,5b

- 2123,7b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Tabla 3.1.3.33. Peso seco radical de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la aplicacién de Trichoderma

sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*
INTA IF-613 65,6 a
INTA IF-614 74,4 a
INTA IF-612 76,2 a
INTA IF-549 80,2a
INTA IF-630 134,5b

- 148,5b
*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Para el nimero de flores, sélo un aislado de Trichoderma (INTA IF-630) logré mejorar la
produccién en un 43 %. En el resto de los casos, la aplicaciéon de Trichoderma sp. no tuvo

diferencias estadisticas frente al testigo, con tendencia a disminuir el nimero de flores.

Tabla 3.1.3.34. Numero de flores de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la aplicacién de Trichoderma

sp.
Aislamiento de Trichoderma N° Flores*
INTA IF-613 0,5a
INTA IF-549 1,3a
INTA IF-614 2,0a
INTA IF-612 2,0a
- 2,7a
INTA IF-630 38b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa INTA 06575 inoculada con Trichoderma sp.

pueden observarse en la Figura 3.1.3.17.
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Figura 3.1.3.17. Plantas de calibrachoa INTA 06575 luego de crecer en un sustrato enriquecidos con
aislados de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614 y;
F) INTA IF-630 (Barra=5 cm).

El pH del sustrato disminuyd significativamente con la aplicacidon de todos los aislados de
Trichoderma sp.. Se obtuvieron mermas de 7 % (INTA IF-630) hasta 3 % (INTA IF-614). En cuanto
a la conductividad eléctrica, todos los tratamientos con Trichoderma sp. aumentaron los valores
a excepcion del aislado INTA IF-614 que se mantuvo agrupado con el testigo. En el caso de INTA
IF-630, se observaron aumentos del 75 %.

En cuanto a los nitratos la tendencia en la respuesta fue similar a la conductividad. Los
tratamientos con los aislados de Trichoderma sp. INTA IF-612, 613, 549 y 630 aumentaron los
valores en el sustrato entre 97 % y 143 % respecto del testigo. Este ultimo se mantuvo sin
diferencias significativas respecto del tratamiento INTA IF-614. Los valores de foésforo se
mantuvieron mas estables con la aplicacién de los distintos aislados de Trichoderma sp. y solo
se encontrd un caso (INTA IF-613) con aumentos del 26 %.

En cuanto al calcio, todos los aislados de Trichoderma sp., excepto INTA IF-613, aumentaron los
valores del catién en el sustrato entre un 146 (INTA IF-549) y un 193 % (INTA IF-612). Respecto
del magnesio, todas las Trichoderma sp. aumentaron su valor de manera significativa entre 59
(INTA IF-613) y 127 % (INTA IF-630), excepto al aislado INTA IF-614 que se mantuvo sin

diferencias con el testigo. El potasio presentd una tendencia similar a la del magnesio. Todos los

173



tratamientos, excepto el aislado INTA IF-614 aumentaron significativamente su contenido con
un maximo para el tratamiento INTA IF-630 de 39 % de aumento.

Por ultimo, el contenido de hierro del sustrato no difirié entre, excepto para el aislado INTA IF-
612 que fue inferior al resto. La tendencia fue similar a la observada para las interacciones

calibrachoa-Trichoderma sp. previas, en donde la aplicacion de microorganismos redujo los

niveles de hierro del sustrato.

Tabla 3.1.3.35. Parametros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa INTA 06575 en respuesta a la
aplicacién de Trichoderma sp.

K*

Aislamiento de Trichoderma pH* CE (dS/m)* NOs* P* Ca* Mg* Fe*
INTA IF-630 44a 07c 4959b 52,8a 80b 66c 2144d  136b
INTA IF-612 4,5b 0,6 b 401,4b 63,1b 872b 6,5c¢c 194,5c 6,9a
INTA IF-549 45b 0,6 b 4453b 52,5a 69b 53b 184,0b 13,3b
INTA IF-613 45b 0,6 b 4395b 53,5a 3,0a 46b 202,0c 17,2b
INTA IF-614 46b 0,5a 2776a 47,1a 7,2b 3,4a 152,8a 129b
- 4,7 c 04a 204,0a 499a 28a 29a 153,7a 19,6 b

*Medias con una letra comun para cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg del elemento/l de muestra himeda.

Calibrachoa Blanca

En las Tablas 3.1.3.36 a 41 se observa el peso fresco aéreo, el peso seco aéreo, el peso fresco
radical, el peso seco radical, el nimero de flores de calibrachoa Blanca y los pardmetros
fisicoquimicos de los sustratos para los distintos tratamientos.

De similar modo que en las combinaciones calibrachoa-Trichoderma sp. ya mencionadas, el peso
fresco aéreo de las plantas tratadas con el aislado INTA IF-612 disminuyé un 27 % respecto del
testigo. Los aislados INTA IF-630, 549 y 614 aumentaron el peso fresco aéreo, pero sin evidenciar
diferencias estadisticas significativas. Por ultimo, la aplicacion del aislado INTA IF-613 aumentd

el peso fresco aéreo de las plantas un 113 % respecto del testigo.

Tabla 3.1.3.36. Peso fresco aéreo de calibrachoa Blanca en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 1297,0 a

- 1783,8b
INTA IF-630 2837,2b
INTA IF-549 2940,2 b
INTA IF-614 3324,3b
INTA IF-613 3802,7 c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Respecto del peso seco aéreo la tendencia fue similar al peso fresco aéreo. La aplicacién del
aislado INTA IF-612 lo disminuyd un 22 % con respecto al testigo. Para los aislados INTA IF-549
y 630 no se observaron diferencias significativas con este ultimo, si bien aumentaron los valores
de peso seco aéreo. La aplicaciéon del aislado INTA IF-613 aumenté significativamente el peso de

las plantas (87 %) y e INTA IF-614 un 102 % respecto del testigo.

Tabla 3.1.3.37. Peso seco aéreo de calibrachoa Blanca en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 1739a

- 224,5b
INTA IF-549 381,1b
INTA IF-630 383,6b
INTA IF-613 420,5c
INTA IF-614 453,2d

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Todos los tratamientos con aplicacién de Trichoderma sp. aumentaron el peso fresco radical de
las plantas, los aislados INTA IF-612, 630, 549 y 614 hasta un 33 % y el aislado INTA IF-613

sobresalié al generar un aumento del 64 % respecto del testigo.

Tabla 3.1.3.38. Peso fresco radical de calibrachoa Blanca en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*

- 977,2a
INTA IF-612 989,0 b
INTA IF-630 1202,7 b
INTA IF-549 1224,7 b
INTA IF-614 1299,7 b
INTA IF-613 1608,3 c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En cuanto al peso seco radical, la aplicacidon de INTA IF-612 lo disminuyd un 24 %. INTA IF-630,
549y 613, si bien generaron valores superiores respecto del testigo, no presentaron diferencias

significativas y la aplicacion del aislado INTA IF-614 lo aumenté un 37 %.

Tabla 3.1.3.39. Peso seco radical de calibrachoa Blanca en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*

INTA IF-612 50,7 a

- 66,7 b
INTA IF-630 83,1b
INTA IF-549 85,5b
INTA IF-613 91,1b
INTA IF-614 91,7c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

175



Respecto del nimero de flores, INTA IF-612 lo disminuyd un 20 %. Los tratamientos INTA IF-630,
614 y 613, si bien lo aumentaron, no alcanzaron a generar diferencias significativas. Por ultimo,

la aplicacidn de INTA IF-549 generd un incremento del 55 %.

Tabla 3.1.3.40. Numero de flores de calibrachoa Blanca en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma N° Flores*

INTA IF-612 3,2a

- 4,0b
INTA IF-630 4,3b
INTA IF-614 53b
INTA IF-613 53b
INTA IF-549 6,2¢c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa Blanca inoculada con Trichoderma sp. pueden

observarse en la Figura 3.1.3.18.
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Figura 3.1.3.18. Plantas de calibrachoa Blanca luego de crecer en un sustrato enriquecidos con aislados

de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614 y; F) INTA
IF-630 (Barra=5cm).

En cuanto al valor de pH del, los aislados INTA IF-614 y 612 mantuvieron niveles similares al

testigo mientras que INTA IF-549, 630 y 613 lo disminuyeron levemente. En relacidn con la
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conductividad eléctrica, el aislado INTA IF-614 la disminuyd, INTA IF-612 no difirié del testigo,
INTA IF-613 y 630 la aumentaron en un 20 % e INTA IF-549 superd al testigo en un 40 %.
Respecto del contenido de nitratos, el efecto del aislado INTA IF-614 no se diferencio
estadisticamente del testigo, pero determind una media superior. El resto de los aislados
produjo medias estadisticamente superiores al testigo con el valor mas elevado tras la aplicacion
INTA IF-549 (227 %). Los valores de fdsforo del sustrato también se modificaron luego de la
aplicacion de los diferentes aislados de Trichoderma sp. INTA IF-614 y 612 lo disminuyeron
alrededor de 10 %, INTA IF-630 no difirid estadisticamente con el testigo, INTA IF-549 e INTA IF-
613 lo aumentaron 8 y 21 % respectivamente.

Con respecto al calcio, los aislados INTA IF-549 y 613 aumentaron el contenido un 25 %, INTA IF-
630un 221 % e INTA IF-614 generd el mayor incremento con un 254 %. El contenido de magnesio
del sustrato aumenté 93, 100 y 162 % luego de la aplicacién de INTA IF-613, 630 y 549
respectivamente.

En cuanto al potasio, solo un aislado (INTA IF-630) aumentd su contenido en el sustrato y superd
en un 20 % al testigo. INTA IF-614, 549 y 613 a pesar de que superaron en valor al testigo, esas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. El tratamiento INTA IF-612 redujo los
valores de potasio en un 43 %.

Por ultimo, la aplicacidn de Trichoderma sp. redujo la cantidad de hierro en el sustrato. El testigo
presentd los valores de Fe mds elevados. Los aislados INTA IF-612, 549 y 614 generaron
disminuciones del 15 al 70 % e INTA IF-613 y 630 redujeron los niveles de hierro alrededor de

diez veces.

Tabla 3.1.3.41. Parametros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa Blanca en respuesta a la
aplicacién de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma pH* CE (dS/m)* NOs* P* Ca* Mg* K* Fe*
INTA IF-549 4,6 a 0,7d 4733e 589c 29b 63c 163,4b 9,3c
INTA IF-630 4,7 a 0,6c 410,9d 54,4 b 7,7c 58b 198,9 c 3,2b
INTA IF-613 4,7 a 0,6c 340,3c 66,0d 3,0b 56b 183,7 b 3,1a
INTA IF-614 50b 0,4a 174,8 a 48,7 a 8,5d 29a 147,0b 139¢c
- 50b 05b 144,6 a 54,6 b 2,4 a 29a 165,1b 32,0d
INTA IF-612 51b 0,5b 279,1b 49,2 a 2,4a 2,7 a 93,5a 27,3 ¢

*Medias con una letra comun para cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg del elemento/| de muestra himeda.
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Calibrachoa Amarilla

En las Tablas 3.1.3.42 a 47 se observa el peso fresco aéreo, el peso seco aéreo, el peso fresco
radical, el peso seco radical, el nimero de flores de calibrachoa y los parametros fisicoquimicos
de los sustratos en respuesta a la aplicacién de los aislados de Trichoderma sp.

Todos los tratamientos con Trichoderma sp. aumentaron el peso fresco aéreo de las plantas
respecto del testigo desde un 43 % (INTA IF-630) hasta un 87 % (INTA IF-549), excepto INTA IF-

612 que no se diferencio del testigo.

Tabla 3.1.3.42. Peso fresco aéreo de calibrachoa Amarilla en respuesta a la aplicacién de Trichoderma

sp.
Aislamiento de Trichoderm; Peso Fresco Aéreo (mg)*
- 2717,5a
INTA IF-612 2766,2 a
INTA IF-630 3895,8 b
INTA IF-614 4303,8 b
INTA IF-613 5042,3 b
INTA IF-549 5085,7 b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

El peso seco aéreo tuvo la misma tendencia que el mencionado anteriormente: INTA IF-612 no
se diferencié del tratamiento testigo, y el resto de los tratamientos con Trichoderma sp. con
mejoras significativas entre un 56 % para INTA IF-614 y un 98 % para INTA IF-613 respecto del

testigo.

Tabla 3.1.3.43. Peso seco aéreo de calibrachoa Amarilla en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

INTA IF-612 322,7 a

- 366,6 a
INTA IF-614 570,5b
INTA IF-630 590,9 b
INTA IF-549 711,5b
INTA IF-613 724,8b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En cuanto al peso fresco radical, ningln tratamientos con aplicacién de Trichoderma sp. tuvo
diferencias estadisticas significativas con el testigo (p> 0,05). Al margen se observé una
tendencia de aumento de peso con la aplicacién de microorganismos, a excepcion del aislado

INTA IF-614 que disminuyd el peso.
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Tabla 3.1.3.44. Peso fresco radical de calibrachoa Amarilla en respuesta a la aplicacién de Trichoderma

sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*
INTA IF-614 1657,8 a
- 1826 a
INTA IF-612 1921,2 a
INTA IF-613 2026,2 a
INTA IF-549 2135,7 a
INTA IF-630 2378,8 a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En el peso seco radical se repitié la tendencia antes mencionada. Los tratamientos con aplicacion
de Trichoderma sp. mejoraron la variable en todos los casos, pero sin diferencias estadisticas
significativas con el testigo. Los mayores registros los obtuvo la aplicacién del aislado INTA IF-

613, con un 40 % de aumento.

Tabla 3.1.3.45. Peso seco radical de calibrachoa Amarilla en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*

- 114,0a
INTA IF-612 114,4 a
INTA IF-614 118,9a
INTA IF-630 153,0a
INTA IF-549 156,4 a
INTA IF-613 159,7 a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Respecto del numero de flores, las plantas tratadas con INTA IF-614 produjeron la menor

cantidad y las tratadas con INTA IF-613 la mayor, un 50 % superior al testigo.

Tabla 3.1.3.46. Numero de flores de calibrachoa Amarilla en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma N° Flores*

INTA IF-614 3,2a
INTA IF-612 3,7b

- 3,8b
INTA IF-630 4,2b
INTA IF-549 4,8b
INTA IF-613 57c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa Amarilla inoculada con Trichoderma sp. pueden

observarse en la Figura 3.1.3.19.
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Figura 3.1.3.19. Plantas de calibrachoa Amarilla luego de crecer en un sustrato enriquecidos con aislados

de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614 y; F) INTA
IF-630 (Barra= 5 cm).

En cuanto al pH del sustrato, no se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos, pero
pudo detectarse una tendencia de los aislados de Trichoderma sp. a disminuirlo. Respecto de la
conductividad eléctrica, no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos, pero
se observé para los sustratos tratados con Trichoderma sp. un ligero aumento, con valores
maximos para los inoculados con INTA IF-612.

Los nitratos en sustratos tratados con INTA IF-612 y 613 aumentaron 48 y 90 % respectivamente.
En cuanto al fésforo, INTA IF-549 disminuyd su contenido y para el resto de los tratamientos se
observé una tendencia a aumentarlo. Respecto del calcio, el sustrato inoculado con INTA IF-613
supero al testigo en un 183 % y para el resto de los aislados la tendencia fue a aumentar el
contenido del catién en el sustrato. Para el magnesio se observé la misma tendencia.

En el caso del potasio, se observd que a excepcion del aislado INTA IF-549, el resto de los
tratamientos con aplicacidn de Trichoderma sp. aumentaron su cantidad en el sustrato respecto
del testigo, pero sin diferencias estadisticas significativas. Para el hierro la aplicacién de
Trichoderma sp. disminuyd su cantidad en el sustrato, siguiendo la tendencia del resto de las

combinaciones calibrachoa-Trichoderma sp., pero sin diferencias estadisticas significativas.
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Tabla 3.1.3.47. Pardmetros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa Amarilla en respuesta a la
aplicacién de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma pH* CE (dS/m)* NOs* P* Ca* Mg* K* Fe*
INTA IF-612 4,42 0,8a 645,2 b 69,8 b 59a 11,7 a 2440 a 16,0 a
INTA IF-613 4,6a 0,7 a 500,9 b 64,5b 15,3 b 6,5a 230,1a 22,7 a
INTA IF-630 4,6a 0,7a 162,0a 62,0b 7,9a 56a 234,4 a 23,6 a
INTA IF-614 4,7 a 0,7a 2239a 62,8b 7,6a 55a 207,9 a 159a
INTA IF-549 4,7 a 0,6a 173,3a 33,4a 6,7 a 50a 155,6 a 18,5a
- 4,7 a 0,6a 339,2a 54,2 b 54a 4,1a 186,9 a 24,3 a

*Medias con una letra comun para cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg del elemento/| de muestra himeda.

Calibrachoa Violeta

En las Tablas 3.1.3.48 a 53 se presenta el peso fresco aéreo, el peso seco aéreo, el peso fresco
radical, el peso seco radical, el nimero de flores de calibrachoa Violeta y los parametros
fisicoquimicos de los sustratos en respuesta a la aplicacién de los aislados de Trichoderma sp.

Todos los tratamientos con aplicacién de Trichoderma sp. incrementaron el peso fresco aéreo
de manera significativa, excepto INTA IF-612. INTA IF-613 lo aumentd un 153 % respecto del

testigo.

Tabla 3.1.3.48. Peso fresco aéreo de calibrachoa Violeta en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Aéreo (mg)*

- 1475,2 a
INTA IF-612 1656,8 a
INTA IF-630 2671,2b
INTA IF-614 3110,2 b
INTA IF-549 3139,3b
INTA IF-613 3482,8 b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Respecto del peso seco aéreo, todos los tratamientos presentaron diferencias significativas con
el testigo. El aislado INTA IF-612 lo aumentd un 10 %, INTA IF-630 un 74 %, INTA IF-614 un 120
%, INTA IF-549 un 130 % e INTA IF-613 un 139 %.
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Tabla 3.1.3.49. Peso seco aéreo de calibrachoa Violeta en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Aéreo (mg)*

- 212,7 a
INTA IF-612 235,2b
INTA IF-630 371,0c
INTA IF-614 4714 c
INTA IF-549 489,5d
INTA IF-613 509,6 e

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Para la variable peso fresco radical, si bien todos los tratamientos con aplicacién de Trichoderma

sp. generaron aumentos de su valor, no se evidenciaron diferencias a nivel estadistico.

Tabla 3.1.3.50. Peso fresco radical de calibrachoa Violeta en respuesta a la aplicacién de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma Peso Fresco Radical (mg)*

- 662,7 a
INTA IF-549 683,5a
INTA IF-612 771,5a
INTA IF-613 797,7 a
INTA IF-630 798,7 a
INTA IF-614 848,5 a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

La respuesta de la variable peso seco de la raiz siguid igual tendencia que el peso fresco, pero
con evidencia estadistica de las diferencias. INTA IF-612 lo aumenté un 24 % e INTA IF-614 lo

aumenté un 50 %, con la menor y mayor promocidn del crecimiento radical en el ensayo.

Tabla 3.1.3.51. Peso seco radical de calibrachoa Violeta en respuesta a la aplicacion de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma Peso Seco Radical (mg)*

- 42,6 a
INTA IF-612 52,9b
INTA IF-630 60,8 b
INTA IF-613 62,2b
INTA IF-549 63,7b
INTA IF-614 64,1b

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

En cuanto a la produccidn de flores, el aislado INTA IF-612 disminuyd su cantidad (30 %). Las
plantas inoculadas con INTA IF-630, 614 y 549 no registraron diferencias estadisticas con el
testigo a pesar de que aumentaron la cantidad de flores. Por dltimo, INTA IF-613 incrementé un

58 % la produccién de flores respecto del testigo.
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Tabla 3.1.3.52. Numero de flores de calibrachoa Violeta en respuesta a la aplicacidn de Trichoderma sp.
Aislamiento de Trichoderma N° Flores*

INTA IF-612 2,8a
INTA IF-630 3,0b
INTA IF-614 35b

- 4,0b
INTA IF-549 52b
INTA IF-613 6,3¢c

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Las diferencias en el crecimiento de calibrachoa Violeta inoculada con Trichoderma sp. pueden

observarse en la Figura 3.1.3.20.
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Figura 3.1.3.20. Plantas de calibrachoa Violeta luego de crecer en un sustrato enriquecidos con aislados

de Trichoderma sp. A) Testigo; B) INTA IF-549; C) INTA IF-612; D) INTA IF-613; E) INTA IF-614 y; F) INTA
IF-630 (Barra= 5 cm).
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En lo que respecta a los parametros fisicoquimicos bajo estudio del sustrato, los distintos
aislados de Trichoderma sp. modificaron significativamente sus valores.

El aislado INTA IF-613 acidific el pH del sustrato un 12 %. En cuanto a los aislados INTA IF-614
y 630, se observé un 6 % de disminucion. Los aislados INTA IF-549 y 612 si bien disminuyeron el
pH, los resultados no fueron significativos. La conductividad eléctrica también estuvo afectada
por la aplicacion de Trichoderma sp. al sustrato, el aislado INTA IF-614 la aumentd un 62 % e

INTA IF-614 y 630 lo hicieron en un 20 %.
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En cuanto a los nitratos, si bien todos los aislados (excepto INTA IF-612) aumentaron la cantidad
de este nutriente en el sustrato, sélo las respuestas a la aplicaciéon de INTA IF-630 y 613 se
diferenciaron estadisticamente del testigo, con aumentos del 80 %. Los niveles de fésforo en el
sustrato también se vieron modificados por la acciéon de Trichoderma sp. en todos los
tratamientos, excepto INTA IF-549. INTA IF-613 e INTA IF-614 aumentaron la disponibilidad del
nutriente entre un 44 % y 19 % respectivamente.

En cuanto a los niveles de calcio, la aplicaciéon de los aislados INTA IF-613 y 630 produjo
aumentos de entre un 259 y un 137 %. En el resto de los casos no se observaron diferencias
estadisticas, pero la aplicacién de INTA IF-614 y 549 aumenté la cantidad de calcio en el sustrato.
Respecto de los niveles de magnesio, la aplicacién de Trichoderma sp. aumenté la cantidad del
nutriente en todos los casos, pero solo se observaron diferencias significativas con la aplicacion
de INTA IF-613 (214 %).

Para el potasio, la aplicacion de los aislados INTA IF-614, 630 y 613 generd diferencias
estadisticas frente al testigo y aumenté los niveles del nutriente en el sustrato entre un 21y un
49 %. Para el caso del hierro, la tendencia fue similar a la interaccidon observada en todas las
variedades de calibrachoa evaluadas anteriormente. La aplicacién de Trichoderma sp. disminuyé
los niveles del nutriente en el sustrato de manera significativa, con diferencias de un 13 (INTA

IF-612) hasta un 540 % (INTA IF-630) respecto del testigo.

Tabla 3.1.3.53. Parametros fisicos y quimicos del sustrato de calibrachoa Violeta en respuesta a la
aplicacion de Trichoderma sp.

Aislamiento de Trichoderma pH* CE (dS/m)* NOsz* P* Ca* Mg* K* Fe*
INTA IF-613 4,6 a 0,8c 316,0b 886c 115¢ 88b 2744c 85b
INTA IF-630 48b 0,6 b 316,0b 62,0a 7,6 b 55a 218,0b 4,7 a
INTA IF-614 4,8b 0,6b 210,0a 73,1b 5,4a 4,4a 222,0b 20,2b
INTA IF-549 49c 0,5a 249,7 a 56,9 a 52a 3,7a 175,3 a 14,8 b
INTA IF-612 50c 0,5a 175,2 a 63,7 a 3,2a 3,0a 197,3 a 26,2 b
Testigo 51c 0,5a 175,8 a 61,4 a 3,2a 2,8a 183,6 a 30,1c

*Medias con una letra comun para cada columna no son significativamente diferentes (p> 0,05).
Las unidades de los elementos analizados se expresan en mg del elemento/l de muestra himeda.

En los ensayos desarrollados se comprobé la capacidad de los distintos aislados de Trichoderma
sp. para promover el crecimiento de las variedades de calibrachoa. Una tendencia en la
respuesta se repitié en algunas combinaciones calibrachoa-Trichoderma sp., pero, en lineas
generales, cada interaccién planta-microorganismo fue particular.

En resumen, el aislado INTA IF-613 mejord en nueve ocasiones alguna variable (peso seco radical
y numero de flores en Pampa Salmon-INTA; peso fresco aéreo y radical en Blanca; peso seco

aéreo y numero de flores en Amarilla y Violeta), seguido por INTA IF-549 (peso fresco y seco
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aéreo en Pampa Salmén-INTA; peso fresco aéreo en INTA 06575; nimero de flores en Blanca;
peso fresco aéreo en Amarilla), INTA IF-614 (peso fresco y seco aéreo y numero de flores en
Overa Fucsia-INTA; peso seco aéreo en Blanca; peso seco radical en Violeta), INTA IF-630 (peso
fresco y seco radical y nimero de flores en INTA 06575; ) y por ultimo INTA IF-612 que disminuyd
las variables respecto del testigo en diez ocasiones (peso fresco y seco aéreo y nimero de flores
en Pampa Salmon-INTA; peso fresco y seco aéreo en INTA 06575; peso fresco y seco aéreo, peso
seco radical y nimero de flores en Blanca; numero de flores en Violeta).

En lo que respecta a la modificacion de parametros fisicoquimicos del sustrato, los resultados
también fueron variables, pero se pudieron detectar algunas tendencias. En cuanto al pH, INTA
IF-630 lo acidificd en dos oportunidades e INTA IF-613 lo hizo en una. El aislado INTA IF-612
aumentd el pH del medio en dos ocasiones o fue idéntico al testigo. Respecto de la
conductividad eléctrica, los aislados INTA IF-630, 549 y 613 generaron conductividades
superiores al resto. En cuanto a la disponibilidad de nitratos, los sustratos tratados con los
aislados INTA IF-614, 549, 613 y 630 favorecieron una mayor cantidad de este compuesto.
Respecto del fésforo, los aislados INTA IF-549, 613 y 612 aumentaron su cantidad. La
disponibilidad de calcio en el sustrato fue incrementada cuando se agregaron los aislados INTA
IF-613, 614 y 612. En relacion al magnesio, la aplicacién de los aislados INTA IF-549, 613 y 614
dio lugar a mayor cantidad de nutriente en el sustrato. Respecto del potasio, los aislados INTA
IF-630, 613 y 549 aumentaron su disponibilidad. Por ultimo, el hierro en el sustrato fue
incrementado por los aislados INTA IF-612 y 549 y se obtuvieron menores cantidades respecto
del testigo con la aplicacién de los aislados INTA IF-613 y 630.

La variabilidad de los resultados expuestos coincide con la observada por varios grupos de
investigacion que han demostrado que la mejora en el crecimiento vegetal luego de las
aplicaciones de Trichoderma sp. es dependiente de la especie de la planta y también del
genotipo (variedad) (Baker, 1988; Ousley et al., 1994). Es importante comprender que no es
posible realizar generalizaciones sobre la actividad de un aislado frente a diversos cultivos, ya
gue cada interaccion es muy especifica.

La presencia de Trichoderma spp. en la rizosfera establece una relacion benéfica que estimula
el crecimiento de las plantas y puede generar un mejor comportamiento frente a condiciones
de estrés bidtico y abidtico (Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010; Jiménez, 2011; Keswani
et al., 2014) por la produccion de ciertos metabolitos (Sutton y Peng, 1993). Un requisito
importante para que estos efectos puedan establecerse contempla la colonizacion exitosa de las
raices (Harman et al., 2004; Moran-Diez et al., 2009; Shoresh et al., 2010; Hermosa et al., 2012;
Rubio et al., 2014). Las hifas se adhieren a las raices por medio de hidrofobinas que protegen

sus extremos de los compuestos de defensa de las plantas (Viterbo y Chet, 2006). Estas
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reaccionan a la invasién de Trichoderma mediante la sintesis y acumulacién de compuestos
antimicrobianos. Asi, la capacidad para colonizar las raices depende en gran medida de la
tolerancia de cada cepa a estos compuestos (Hermosa et al., 2012). Su ingreso a la raiz queda
restringido a las capas celulares superficiales. Alli, Trichoderma produce pequefas cantidades
de enzimas hidroliticas de la pared celular que facilitan el ingreso (Yedidia et al., 1999). Segun
estudios desarrollados por Vargas et al. (2009) con T. virens en cultivos de maiz, el metabolismo
de la sacarosa tuvo un papel relevante en las interacciones planta-Trichoderma en la rizosfera.
La actividad de una invertasa intracelular fue clave para el control de la colonizacidn de raices.
La capacidad de las especies de Trichoderma para usar la sacarosa en el citosol puede haber
surgido de la coevolucién de ambos organismos, lo que resulté en una relacion de
comensalismo. El aumento de la actividad de destino en las raices representd una mayor
demanda de fotoasimilados y una mayor tasa de transporte de sacarosa desde las hojas.
También se bloqued la inhibicidon que ejercen los azucares en la retroalimentacion, lo cual indujo
al aumento del proceso fotosintético, a una mayor fijacién de CO; y al aumento de la produccion
fotoquimica de energia. Este bloqueo de la inhibicion del proceso fotosintético mediado por la
demanda de sustancias carbonadas por parte de Trichoderma podria ser una de las causas del
mayor crecimiento de las plantas asociadas a estos microorganismos. Ademas, el efecto
fitoestimulante de Trichoderma se ha atribuido a varias causas directas e indirectas que incluyen
la liberacion de sustancias con actividad de auxina (indol-3-acetaldehido, indol-3-
carboxaldehido e indol-3-etanol), pequenos péptidos y compuestos orgdnicos volatiles que
mejoran la arquitectura del sistema radicular y la asimilacién/solubilizaciéon de macro (P) y
micronutrientes (Fe, Mn y Zn) (Harman, 2000; Howell, 2003; Harman et al., 2004; Lorito et al.,
2010; Hermosa et al., 2012; Lorito y Woo, 2015). La promocién del crecimiento inducida por
Trichoderma durante las primeras etapas de interaccidn con la planta podria atribuirse
principalmente a compuestos orgdnicos volatiles, mdas que a la liberaciéon de auxinas u otros
compuestos difusibles. La exposicidn a compuestos organicos volatiles producidos por especies
de Trichoderma aumenta el contenido de clorofila y la biomasa de las plantas, lo que podria
estar relacionado con una mayor capacidad de exploracién del suelo, un mejor enraizamiento y
una mayor absorcion de nutrientes y agua (Hung et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2014; Lee
et al., 2016; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Tucci et al. (2011) evaluaron la promocién del crecimiento de plantas de tomate de diferentes
genotipos mediada por dos cepas de Trichoderma. Se registraron aumentos de peso seco aéreo
de las plantas de hasta un 158 % con ambas cepas y para todos los genotipos. Respecto de la
altura de las plantas y el peso seco radical los resultados variaron segln las combinaciones entre

la cepa de Trichoderma y el genotipo de tomate. Los casos donde disminuyd el crecimiento se
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explicaron por un alteracién en las vias de transduccidn auxina-citoquinina. Algo similar pudo
haber ocurrido con el aislado INTA IF-612 en el presente estudio. Tucci et al. (2011) relacionaron
la sintesis de acido indol-3-acético y metabolitos secundarios con efecto similar a la auxina con
la promocidn del crecimiento vegetal. Atribuyeron las diferencias de respuesta a la capacidad
genética de las plantas para atraer y sostener la colonizacién de raices por parte del hongo, por
una diferente sensibilidad a los efectores producidos por Trichoderma o por una variabilidad en
la percepcidn y transduccién de sefiales de cualquiera de las hormonas implicadas.

Yedidia et al. (2001) estudiaron el efecto de un aislado de T. harzianum en el crecimiento de
plantas de pepino y en la absorcién de minerales en un sistema hidropdnico aséptico para
independizarse de la accidon de posibles patdgenos. Cinco dias después de la inoculacién, se
encontraron aumentos en la longitud de la raiz (45 %), la longitud de los brotes (60 %), el peso
seco de los brotes (40 %) el peso seco de las raices (24 %), el area de la primera y segunda hoja
(40% y 150%), el nimero de puntas de raices (30 %), el area de raices (37 %) y la longitud
acumulada de raices (24 %). Se registré un aumento significativo en los niveles de Ca, P, Fe, Zn,
Cu, Na y Mn en las raices y de Zn, Mn, Cu y P en los brotes de las plantas inoculadas con T.
harzianum. Si bien en los presentes estudios no se cuantificaron los nutrientes en las plantas de
calibrachoa, las observaciones de Yedidia et al. (2001) podrian explicar algunos de los resultados.
Chang et al. (1986) estudiaron el efecto de un aislado de Trichoderma harzianum en plantas de
petunia (Petunia hybrida V.), crisantemo (Chrysanthemum morifolium R.) y vinca (Vinca minor
L.). En petunia, la aplicacién de Trichoderma mejord significativamente el peso fresco y seco de
las plantas y el nimero de ramificaciones sin mejorar la cantidad de flores. En cuanto al
crisantemo, la aplicacion de Trichoderma mejord todas las variables anteriormente
mencionadas ademas de la altura de las plantas. Para el caso de las vincas, la aplicacién mejoré
la altura de las plantas.

Tal como se observd en este apartado, la aplicacion de ciertos aislados de Trichoderma
disminuyd el pH del sustrato. Las especies de Trichoderma suelen crecer mejor en condiciones
acidas con un éptimo a pH entre 4 y 6 y pueden modificar el pH de la rizosfera (Trushina et al.,
2013; Singh et al., 2014). Su capacidad para reducir el pH mediante la produccién de acidos
organicos ha sido reportada por varios autores (Promwee, 2014; Li et al., 2015; Gaind, 2016;
Alori et al., 2017). Otros autores indican que cuentan con capacidades para descomponer
materia organica, secuestrar cationes y liberar diversos nutrientes lo que implica que muchos
de estos se encuentren en formas disponibles para las plantas (Cunningham y Kuiack, 1992; Vera
et al., 2002; Howell, 2003; Valero, 2007; Azarmi et al., 2011). Segun Sofo et al. (2012) y Pelagio-
Flores et al. (2017) la regulacion del pH en la rizosfera pareciera ser un factor importante en la

estimulacién del crecimiento de las plantas. La modificacién de la acidez del ambiente radicular
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influye en la produccién de compuestos hormonales activos en diversos procesos gendmicos y
funcionales.

Segln Harman (2011), el uso de Trichoderma podria reducir las cantidades de fertilizantes
nitrogenados utilizados entre un 40 y un 50 % sin disminuir el rendimiento de los cultivos. En
estudios realizados por Harman (2000) en maiz con aplicaciones de distintas dosis de nitréogeno
aportado como nitrato de amonio encontraron que, en combinacién con T. harzianum (T22), los
rendimientos maximos en granos y en silaje se obtenian con aportes de un 38 % de nitrégeno
menos que los testigos sin microorganismos. El autor menciona que existe una mejor eficiencia
en el uso del nitrégeno mediada por Trichoderma. Segun Singh (2018), Trichoderma generaria
un aumento en el contenido de nitrégeno en la plantay, consecuentemente, mayor rendimiento
mediado por la activacion de la enzima nitrato reductasa involucrada en la reduccién de nitratos
a nitritos. Ademas, la interaccion Trichoderma-planta genera una mayor cantidad de raices
laterales, lo que permitiria una mayor eficiencia en el uso de nitrégeno.

Altomare et al. (1999), investigaron la capacidad de T. harzianum (T22) para solubilizar, in vitro,
minerales insolubles o poco solubles por acidificacion del medio. La cepa acidificé el medio de
cultivo, pero la acidificacion no fue el principal mecanismo de solubilizacion de roca fosférica y
de hierro (Fe;0s3) ya que se desarrolld a valores de pH ligeramente acidos a alcalinos. Ademas,
no se detectaron acidos organicos en los filtrados del medio de cultivo. Los autores afirman que
el P podria solubilizarse y almacenarse en la biomasa de Trichoderma para liberarse en una
forma facilmente disponible en las proximidades de las raices después de la lisis del micelio con
la edad. En lo que respecta al hierro, detectaron quelatos en los medios de cultivo, los que
pondrian este nutriente a disposicién de las plantas. Li et al. (2015) en un estudio in vitro
detectaron que un aislado T. harzianum tenia la capacidad de solubilizar Fe;O; mediante
multiples mecanismos que implicaban quelacion, reducciéon de Fe3* y acidificacion. Ademas,
indicaron que la solubilizacidn de fosfato por parte de Trichoderma podia ser mediada por redox,
quelacién (produccién de sideréforos) e hidrdlisis (actividad de fitasa). El proceso de quelacion
de hierro podria explicar la disminucién de la cantidad de hierro en el sustrato en los
tratamientos con aplicacion de Trichoderma.

Singh et al. (2014) estudiaron el efecto de dos aislados de T. harzianum para mejorar la
germinacidn y crecimiento de plantas de tomate y observaron que las plantas tratadas con algun
aislado de Trichoderma acumulaban mayores cantidades de macro (N, P, K, Mg Y Ca) y
micronutrientes (Zn, Mn, Cu y Fe). Los autores indicaron que la capacidad de acidificar el medio
y solubilizar los nutrientes por liberacién de diversos acidos organicos producto del metabolismo
de Trichoderma, podria darle a las plantas la capacidad de absorber mayor cantidad de

nutrientes. Del mismo modo, Azarmi et al. (2011) obtuvieron plantas de tomate con mayor
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contenido de calcio, magnesio, potasio, sodio y fosforo luego de exponer semillas y plantulas a
tres aislados de Trichoderma. Los autores coinciden con los anteriormente mencionados en lo

gue respecta los mecanismos de solubilizacién de nutrientes.

g. Ildentificacion taxondmica

Tal como se mencioné previamente, la caracterizacion taxonémica de Trichoderma sp. se realizd
para un numero reducido de aislados destacados en las diferentes pruebas hasta aqui
desarrolladas. La informacién generada permitié alcanzar un nivel de certeza sobre la
pertenencia de los aislados al género Trichoderma. En la Tabla 3.1.3.54 se detallan las
mediciones de conidios, hifas y fidlides de los aislados INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630. En la
Tabla 3.1.3.55 se observa para cada aislado el cddigo de acceso al NCBI por gen y el porcentaje
de identidad obtenido al realizar la comparacion con el banco de genes (BLASTn). En la Figura
3.1.3.21 estan detalladas todas las caracteristicas previamente mencionadas. Por uUltimo, en la
Figura 3.1.3.22 se presenta el arbol filogenético resultado del andlisis conjunto de los genes ITS
y TEFla de los aislados INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630 cruzados con la base de datos generada.
Para los aislados INTA IF-549, 612 y 630 puede observarse que tanto mediante la herramienta
BLASTn como en el arbol filogenético (p< 0,01 y ESS> 200 en todos los casos) existié un grado de
similitud con T. longibrachiatum. En el caso del BLASTn, en todos los casos los porcentajes de
identidad superaron el 97 % para ambos genes. Los valores de probabilidad (bootstraps) de que
los aislados mencionados se identifiquen como T. longibrachiatum no son elevados para INTA
IF-549 y 630 (0,56) pero si para INTA IF-612 (0,93). Complementariamente, las caracteristicas
morfobiométricas coincidieron con las descripciones de Bissett (1984) y Samuels et al. (2012)
para T. longibrachiatum con lo cual es posible afirmar que existe homologia entre los aislados
bajo evaluacién y la especie propuesta.

El analisis realizado para los aislados INTA IF-613 y 614 también fue global con toda la
informacidén adquirida y mediante el uso de la herramienta BLASTn se obtuvieron porcentajes
de identidad superiores al 99 % con la especie T. koningiopsis. Si se suman al analisis los datos
obtenidos mediante la construccion del arbol filogenético, puede observarse que los aislados
guardaron un grado elevado de similitud entre si -ya que forman un grupo (0,88)- y que poseen
un grado de parentesco elevado con varias especies de Trichoderma del grupo clado
Trichoderma (1) entre las que se encuentra T. koningiopsis. Por ultimo, el analisis de los
caracteres morfobiométricos permitié encontrar coincidencia con las descripciones de T.
koningiopsis realizadas por Samuels et al. (2006). La concomitancia de los datos fenotipicos y

moleculares es importante ya que es parte de las tareas de verificaciéon de la identificacion
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molecular realizada (Cai y Druzhinina, 2021). Segun Lieckfeldt et al. (2002) los datos moleculares
confirmaban la clasificacién morfoldgica de Trichoderma; actualmente los datos morfolégicos
sirven de soporte y son requeridos para acompanar la informaciéon molecular.

Se observa en la Tabla 3.1.3.54 que los aislados fueron catalogados como Trichoderma sp. y que
las secuencias subidas al NCBI se identificaron del mismo modo. La correcta identificacion de
una cepa de Trichoderma que presenta caracteristicas deseables es muy importante, porque
algunos de los beneficios y rasgos fisioldgicos, ecoldgicos y modos de accidn son tipicos de ellas
y necesarios para desarrollar todo su potencial en un producto comercial exitoso (Atanasova et
al., 2013). Los avances en la taxonomia de Trichoderma implican que las caracterizaciones
moleculares se realicen con la informacion obtenida de tres genes (ITS, TEF1la y rpb2) y no de
dos, como fue realizado en este estudio. Asi, las especies mas estrechamente relacionadas de
Trichoderma difieren en un 1 % (aproximadamente ocho mutaciones) de las secuencias de rpb2
y 3 % (aproximadamente 27 mutaciones) de las secuencias de TEF1 a (Cai y Druzhinina, 2021).
Por lo tanto, no es posible concluir con total certeza que los aislados evaluados se correspondan
con las especies propuestas hasta no ejecutar los andlisis del gen RPB2. Actualmente, la
utilizacion del gen TEF1a es insuficiente para la identificacidon de Trichoderma a nivel de especie

(Cai y Druzhinina, 2021).

Tabla 3.1.3.54. Caracteristicas morfobiométricas de aislados de Trichoderma.
Aislado Especie Conidios (um) Hifas (um) Fialides (um)

INTA IF-549  Trichoderma sp. ,0)4,7x2,4(3,003,7 2,5(4,3)105 3,6(69)9,7x1,6(3,1)4,3
56x2,4(29)3,4 23(45)79 21(61)10,1x2,1(2,6)3,4
43x1,8(2,5)3,4 2,7(57)11,8 3,5(7,5)13,6x1,6(2,5)3,8
42x2,0(2,5)29 2,5(4,8)11,9 3,4(6,1)13,4x1,6(2,4)3,9
52x22(29)3,4 18(3,3)78 29(59)11,7x1,4(2,3)3,5

INTA IF-612 Trichoderma sp.

2,9 (4,0
3,7(4,3
INTA IF-613  Trichodermasp. 31 (3,8
INTA IF-614 Trichodermasp. 2 9 (36
3,1(4,1

)

)

’ )

INTA IF-630 Trichoderma sp. )

) ’

Tabla 3.1.3.55. Identificacién molecular de aislados de Trichoderma mediante BLASTn del NCBI.

Aislado Especie Gen BLAST % Identidad  c4digo GeneBank
INTA IF-549  Trichoderma sp. ITS T longibrachiatum 99,8 0P713788
INTAIF-549  Trichodermasp.  TEFla T. longibrachiatum 100 OP729506
INTAIF-612  Trichoderma sp. ITS T longibrachiatum 97,1 0OP713887
INTAIF-612  Trichodermasp.  TEFla T. longibrachiatum 100 OP748403
INTAIF-613  Trichoderma sp. ITS T. koningiopsis 99,8 0OP714358
INTAIF-613  Trichodermasp.  TEFla T koningiopsis 99,4 OP748404
INTAIF-614  Trichoderma sp. ITS T. koningiopsis 99,8 0OP713914
INTAIF-614  Trichodermasp.  TEFla T koningiopsis 99,7 OP748405
INTAIF-630  Trichoderma sp. ITS T longibrachiatum 99,8 OP714088
INTAIF-630  Trichodermasp.  TEp1q  T. longibrachiatum 100 OP748406
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Figura 3.1.3.21. Detalle de colonias y estructuras reproductivas de Trichoderma. A) INTA IF-549 frente B)
INTA IF-549 dorso; C) Conidiéforos INTA IF-549; D) Fidlides INTA IF-549; E) Conidios INTA IF-549; F) INTA
IF-612 frente; G) INTA IF-612 dorso; H) Conidiéforos INTA IF-612; 1) Fidlides INTA IF-612; J) Conidios INTA
IF-612; K) INTA IF-613 frente; L) INTA IF-613 dorso; M) Conidiéforos INTA IF-613; N) Fidlides INTA IF-613;
0) Conidios INTA IF-613; P) INTA IF-614 frente; Q) INTA IF-614 dorso; R) Conidiéforos INTA IF-614; S)
Fidlides INTA IF-614; T) Conidios INTA IF-614; U) INTA IF-630 frente V) INTA IF-630 dorso; W)
Conididéforos INTA IF-630; X) Fialides INTA IF-630; Conidios INTA IF-630 (Barras A, B, F, G, K,L,P,Q, Uy
V=2cm; C, D, H, 1, M, N,R, S, Wy X=20 um; E, J, 0, T e Y= 10 um).
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Figura 3.1.3.22. Arbol filogenético consenso de Trichoderma generado a partir de la informacién de los
genes ITS y TEF1a. Los numeros sobre las ramas indican la robustez del andlisis, e implican la
probabilidad de que las especies bajo estudio pertenezcan a un clado. Los cddigos que acompafian a
cada especie indican el nimero de acceso al NCBI para el gen ITS y TEFla respectivamente.
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3.2.Conclusiones del capitulo

A partir de 16 muestras de suelo se pudieron obtener 26 aislados de Trichoderma sp. que,
sumados a los 12 preexistentes, conformaron una coleccién de 38 aislados.

Los aislados INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630 se preseleccionaron como controladores in
vitro de dos aislados de Fusarium proliferatum patégenos de calibrachoa.

Los aislados INTA IF-549, 612 y 630 poseen homologia con T. longibrachiatum e INTA IF-613
y 614 con T. koningiopsis.

Los aislados INTA IF-549, 612, 613, 614 y 630 mostraron una elevada capacidad de
colonizacién del sustrato Z-Floricultura de Terrafertil®.

Los aislados INTA IF-613 y 630 presentaron una elevada capacidad de biocontrol in vivo de
Fusarium proliferatum INTA IF-535 y 536, mientras que INTA IF-614 expresé la capacidad de
biocontrol mas baja.

El aislado INTA IF-613 fue el de mejor capacidad de promocidon de crecimiento de las
variedades de calibrachoa evaluadas, seguido por INTA IF-549 y 614 y luego INTA IF-630. El

aislado INTA IF-612 disminuyé el crecimiento vegetal.
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4.1.Resistencia varietal

4.1.1. Introduccion

Para que un programa de manejo de enfermedades cumpla con las exigencias actuales en
materia de sustentabilidad, debe integrar principios, estrategias y practicas que permitan un
equilibrado funcionamiento del agrosistema. El detallado conocimiento de la biologia de un
cultivo y de los patégenos asociados permite establecer los momentos mds adecuados para
incorporar las medidas de manejo que disminuyan los posibles dafios. Dentro de los principios
que enumerd Whetzel (1929), que a pesar del tiempo transcurrido siguen vigentes, se encuentra
el uso de variedades resistentes que involucra la aplicacion de técnicas de mejoramiento
genético vegetal para la seleccién de materiales con buen comportamiento frente a
enfermedades. Este principio es considerado ecoldgico, econdmico, factible, seguro y de gran
efectividad. Ademds de reducir las pérdidas de rendimiento que ocasionan las enfermedades,
disminuye el nimero de aplicaciones de fungicidas y en consecuencia minimiza la contaminacion
ambiental (Agrios, 1995; Keller et al., 2000).

En el siglo XX comenzaron los estudios formales sobre herencia de la resistencia a
enfermedades. Agrios (1995) menciond investigaciones de Bifen (1905) sobre la herencia
mendeliana de la resistencia del trigo a la roya, de Orton (1909) sobre el marchitamiento de
diversos cultivos causado por Fusarium sp. y de Barms (1911) sobre la existencia de razas de
patdgenos especificas de ciertas variedades vegetales. El avance en el conocimiento dio lugar
en 1946 a la teoria de Flor de la resistencia gen por gen: para cada gen de resistencia en una
planta (R) existe un gen de avirulencia en el patégeno (avr) cuya interaccién incompatible impide
el progreso de la enfermedad. Existe una coevolucién dindmica entre plantas y patégenos (Jones
y Dangl, 2006). Van der Plank (1966) propuso los conceptos de resistencia vertical y horizontal a
partir del andlisis del patosistema Phytophthora infestans - Solanum tuberosum. Definié a la
resistencia vertical como mono u oligogénica, basada en genes principales (R) de interaccién
directa con razas especificas del patégeno que solo puede ser superada por un cambio genético
en este ultimo (resistencia cualitativa). Este tipo de resistencia es capaz de reducir el inéculo
inicial de una epidemia y posibilita su retraso en el tiempo. Por otro lado, la resistencia horizontal
es poligénica y no posee especificidad, por lo cual estd uniformemente distribuida entre las razas
del patégeno (resistencia cuantitativa). Los materiales vegetales con esta resistencia tienen la
capacidad de disminuir la tasa de infeccidn. Asi, la diferencia entre ambas resistencias seria un

ataque tardio (vertical) frente a uno lento (horizontal). La existencia de un gen R solo permite la
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infeccidn por razas virulentas. La presién de seleccidon causada por la introduccion de plantas
resistentes es contrarrestada por el potencial de adaptacion de la poblacién patégena (gran
diversidad genética, alta tasa de multiplicacién, posibilidad de reproduccidn sexual, varias
generaciones por temporada de crecimiento y rapida dispersidn por aire). Los genes de
resistencia cuantitativa reducen la esporulacién del patdégeno pero no la previenen. En
consecuencia, la presiéon de seleccién sobre la poblacidn patégena es menos extrema y su
adaptacion es mas lenta. Por lo tanto, la resistencia cuantitativa es normalmente mucho mas
duradera que la cualitativa (Keller et al., 2000). A partir de estas definiciones varios autores
(Poland et al., 2009; Kushalappa y Gunnaiah, 2013; Kushalappa et al., 2016; Burbano-Figueroa,
2020) propusieron un continuo desde la resistencia plena a una raza de un patogeno (vertical o
cualitativa) hasta la susceptibilidad, que incluye una gama de comportamientos (horizontal o
cuantitativa).

Los mecanismos moleculares que activan las respuestas de las plantas difieren entre
enfermedades causadas por patégenos bidtrofos y necrétrofos (Zhang et al., 2013). Asi, segun
Glasebrook (2005), la defensa contra los primeros se debe en gran parte a la resistencia gen por
gen que conduce a una respuesta de hipersensibilidad y activa la sefializacién dependiente de
acido salicilico. Respecto de los segundos, la sefializacién es mediada por acido jasmaénico y
etileno, las fitoalexinas intervienen en la respuesta y en ciertos casos también la resistencia gen
por gen (Zhang et al., 2013). Las células vegetales producen una amplia gama de moléculas
durante la reaccidon de defensa. Entre ellas, las proteinas relacionadas con la patogénesis
incluyen proteasas, quitinasas y B-1,3-glucanasas, enzimas que al degradar la pared celular de
las hifas de los patégenos fungicos permiten la liberacidon de inductores de oligosacdridos que
son detectados por las células de la planta (Galeana-Sanchez et al., 2017). En décadas recientes,
nuevas tecnologias como metaboldmica, protedmica y transcriptomica ademds de gendmica y
epigendmica permitieron indagar acerca de los mecanismos de resistencia en las plantas
(Kushalappa y Gunnaiah, 2013; Liu et al., 2013).

Las plantas poseen una serie de barreras fisicas y quimicas preformadas, tales como capas de
cera, paredes celulares rigidas, enzimas antimicrobianas o metabolitos secundarios, que evitan
la entrada de patdgenos y dan lugar a la activacidn subsiguiente de respuestas de defensa
inducibles (Garcia-Pineda y Lozoya-Gloria, 2004; Nurnberger et al., 2004; Galvez et al., 2014). Es
probable que dichas barreras constitutivas desempefien un papel en la resistencia parcial al
limitar el crecimiento de un patégeno normalmente virulento confiriendo resistencia de amplio
espectro (Vergne et al., 2010). Los compuestos fendlicos pueden ser constitutivos (funcionan

como inhibidores y proporcionan una defensa general contra un amplio espectro de patdgenos
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potenciales) o se pueden sintetizar en respuesta a la entrada de patdgenos y su aparicion se
considera parte de una defensa activa (Kuc, 1992).

En el capitulo 2 de esta tesis, al estudiar la agresividad de los aislados patégenos, se observé una
respuesta diferencial de los materiales genéticos de calibrachoa. El objetivo del presente
apartado fue evaluar el comportamiento de variedades de calibrachoa frente a los aislados de
Fusarium proliferatum mas agresivos, como un primer paso para estudios futuros de

comprension de los mecanismos involucrados.

4.1.2. Materiales y métodos

Reaccidn de las variedades de calibrachoa a los aislados mds agresivos de Fusarium

Se trabajo con los datos obtenidos en el apartado 2.1.2.e: “Agresividad de los aislados” (Capitulo
2: “Hongos Patdgenos”). En dicha seccién se orientd el andlisis estadistico a caracterizar los
aislados segln su comportamiento general frente a distintas variedades de calibrachoa. La
presente seccidn, fue enfocada a caracterizar a las mismas segln su respuesta a la inoculacion.
Para esto, se analizd la interaccidn de los aislados mas agresivos de F. proliferatum (INTA IF-535
y 536) con las variedades de calibrachoa INTA 06575, Overa Fucsia INTA y Pampa Salmén-INTA.
Se estudio el peso seco aéreo y radical y la severidad segun las escalas de dafio. Los resultados
se analizaron segun lo indicado en el Capitulo 2: “Hongos patdgenos” 2.1.2.g. “Anilisis

estadisticos”. Los ensayos se repitieron dos veces.

4.1.3. Resultados y discusion

Reaccidn de las variedades de calibrachoa a los aislados mds agresivos de Fusarium

Severidad de dafo aéreo (escala de sintomas aéreos)

En las Tablas 4.1.3.1 y 4.1.3.2 se muestra la severidad de enfermedad estimada en los dos
ensayos segln la escala utilizada, cuyos grados mas altos indican capacidad para producir
sintomas mas severos.

Las variedades de calibrachoa inoculadas con INTA IF-535 y 536 expresaron mayor daino visual
que los testigos excepto en el ensayo 2 para la interaccién de la variedad Overa Fucsia-INTA con
el aislado INTA IF-536. En el ensayo 2, en la interaccidén con INTA IF-535, las variedades Pampa
Salmon e INTA 06575 presentaron menor severidad de dafios visuales que Overa Fucsia-INTA y,

en la interaccion con INTA IF-536, la variedad INTA 06575 fue la menos dafiada.
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En cuanto a la comparacién entre ensayos, los Unicos tratamientos con resultados
estadisticamente similares fueron la variedad INTA 06575 inoculada con INTA IF-535 y sin
inocular para los ensayos con ambas cepas patdgenas, lo que demostrd la alta variabilidad de

las respuestas.

Tabla 4.1.3.1. Dafios aéreos segun escala en calibrachoas inoculadas con INTA IF-535 (F. proliferatum).

Ensayo 2 Ensayo 3
Aislado Variedad Severidad (ranking)* Severidad (ranking)*  Valor p**
[grado] [grado]
- INTA 06575 32,2a[0,7] 31,8a[0,2] 0,1068
- Pampa Salmoén-INTA 57,6 a [1,5] 27 a [0,0] 0,0001
INTA IF-535 Pampa Salmén-INTA 110,5 b [3,7] 77,4 b [3,0] 0,0001
INTA IF-535 INTA 06575 113,8 bc [3,8] 81,1b[3,3] 0,5253
- Overa Fucsia-INTA 141,0 c [4,3] 30,8a[0,3] 0,0001
INTA IF-535 Overa Fucsia-INTA 173,0d [5,0] 78,7 b [3,4] 0,0001

Los valores entre corchetes indican el valor medio de grados sobre la escala.
Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Tabla 4.1.3.2. Dafios aéreos segln escala en calibrachoas inoculadas con INTA IF-536 (F. proliferatum).

Ensayo 2 Ensayo 3
Aislado Variedad Severidad (ranking)* Severidad (ranking)*  Valor p**
[grado] [grado]
- INTA 06575 30,8a[0,7] 34,5a0,2] 0,1068
- Pampa Salmén-INTA 49,2 a [1,5] 28,5a[0,0] 0,0001
INTA IF-536 INTA 06575 93,3 b [4,2] 76,3 b [2,0] 0,0001
- Overa Fucsia-INTA 109,7 bc [4,3] 32,5a[0,3] 0,0001
INTA IF-536 Pampa Salmén-INTA 125,0c [4,7] 67,8 b [1,6] 0,0001
INTAIF-536  Overa Fucsia-INTA 135 ¢ [5,0] 87,4b [3,4] 0,0001

Los valores entre corchetes indican el valor medio de grados sobre la escala.
*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Severidad de dafio aéreo (peso seco de la parte aérea)

En las Tablas 4.1.3.3 y 4.1.3.4 se muestran los pesos secos aéreos de las plantas registrados en
los dos ensayos.

En la interaccion con el aislado INTA IF-535,la uUnica variedad que presenté diferencias
significativas fue INTA 06575 que redujo su peso seco aéreo un 25 % (ensayo 2). En cuanto a la
comparacién de ensayos, los tratamientos que combinaron al patégeno y las variedades Pampa
Salmén-INTA e INTA 06575 fueron los Unicos estadisticamente similares.

En cuanto a la interaccion de las variedades con el aislado INTA IF-536, en el ensayo 2 ninguna
variedad difirid estadisticamente de los testigos. A pesar de esto, todas las plantas inoculadas

tuvieron una disminucion del peso seco aéreo. La variedad Overd Fucsia-INTA fue la de mayores
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dafios, con pérdidas de peso del 43 %. En cuanto al ensayo 3, Overa Fucsia-INTA e INTA 06575
disminuyeron su peso seco aéreo 21 y 14 % respectivamente. Pampa Salmén-INTA a pesar de
que redujo su peso un 10 % frente al testigo, no difirid estadisticamente. Respecto de la
comparacion de ensayos, el Unico tratamiento comparable fue el que combind al patégenoy a

la variedad Pampa Salmon-INTA.

Tabla 4.1.3.3. Peso seco de parte aérea en calibrachoas inoculadas con INTA IF-535 (F. proliferatum).

Aislado Variedad Peso seEcr:JS:Z:ef) (mg)* Peso seEcr:)S:é:ei (mg)* Valor p**
INTAIF-535  Overa Fucsia-INTA 45,3 a 57,3 a 0,0427
- Overa Fucsia-INTA 46,7 a 63,6 a 0,0140
INTA IF-535 Pampa Salmon-INTA 79,4 b 67,0a 0,1284
- Pampa Salmoén-INTA 88,9 bc 75,2 a 0,0490
INTA IF-535 INTA 06575 101,1¢c 84,7b 0,0641
- INTA 06575 135,4d 93,3b 0,0032

*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Tabla 4.1.3.4. Peso seco de parte aérea en calibrachoas inoculadas con INTA IF-536 (F. proliferatum).

Aislado Variedad Peso seEcrLs:Z‘:eZC) (mg)* Peso seEcrLs:z:ei (mg)* Valor p**
INTAIF-536  Overa Fucsia-INTA 26,6 a 50,1a 0,0001
- Overa Fucsia-INTA 46,7 a 63,6 b 0,014
INTA IF-536 Pampa Salmon-INTA 78,4 b 68,2 b 0,1909
- Pampa Salmoén-INTA 88,9b 75,2 b 0,049
INTA IF-536 INTA 06575 128,4 ¢ 80,1b 0,0001
- INTA 06575 135,4 ¢ 93,3¢c 0,0032

*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Severidad dafio radical (escala de sintomas en raiz)

En las Tablas 4.1.3.5 y 4.1.3.6 se muestra la severidad de enfermedad estimada en los dos
ensayos, de acuerdo con la escala utilizada, segun la cual los grados mas altos indican capacidad
para producir sintomas mas severos.

Las raices de todas las variedades inoculadas con ambos patégenos tuvieron mayores dafios que
las no inoculadas. En el ensayo 2, las plantas testigo de Overa Fucsia-INTA mostraron un sistema
radical con mayores dafios visuales que el resto de las variedades.

Al comparar los ensayos, en la interaccion de variedades con F. proliferatum INTA IF-535, los

resultados de INTA 06575 sin inocular y Pampa Salmoén-INTA inoculada fueron estadisticamente
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idénticos. En la interaccidn con INTA IF-536, sélo la variedad INTA 06575 sin inocular mostré

similitud estadistica entre ensayos.

Tabla 4.1.3.5. Dafios radicales segun escala en calibrachoas inoculadas con INTA IF-535 (F. proliferatum).

Ensayo 2 Ensayo 3
Aislado Variedad Severidad (ranking)* Severidad (ranking)* Valor p**
[grado] [grado]
- INTA 06575 48,8 a[2,1] 36,7 a [1,8] 0,2319
- Pampa Salmoén-INTA 62,9a [2,2] 25,3a[1,1] 0,0051
INTA IF-535 Pampa Salmén-INTA 101,35 b [2,8] 70,1b [3,9] 0,0985
INTA IF-535 INTA 06575 117,0 b [2,9] 75,5b [4,2] 0,0001
- Overd Fucsia-INTA 126,9 b [3,1] 32,9a[1,6] 0,0001
INTA IF-535 Overd Fucsia-INTA 164,6 c [3,6] 86,4 b [4,8] 0,0001

Los valores entre corchetes indican el valor medio de grados sobre la escala.
*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Tabla 4.1.3.6. Dafios radicales segun escala en calibrachoas inoculadas con INTA IF-536 (F. proliferatum).

Ensayo 2 Ensayo 3
Aislado Variedad Severidad (ranking)* Severidad (ranking)*  Valor p**
[grado] [grado]
- INTA 06575 39,9a[2,1] 38,1a[1,8] 0,2319
- Pampa Salmoén-INTA 50,7 a [2,2] 25,4 a[1,1] 0,0051
INTA IF-536 INTA 06575 94,5 b [3,0] 75,6 b [3,5] 0,0203
INTAIF-536  Pampa Salmdn-INTA 94,7 b [3,0] 67,6 b [2,9] 0,0001
- Overd Fucsia-INTA 102,7 b [3,1] 33,9a[1,6] 0,0001
INTA IF-536 Overd Fucsia-INTA 169,5 c [4,0] 86,3 b [4,2] 0,0001

Los valores entre corchetes indican el valor medio de grados sobre la escala.
*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Severidad de dafio radical (peso seco de raiz)

En las Tablas 4.1.3.7 y 4.1.3.8 se muestran los pesos secos de la parte radical de las plantas
registrados en los dos ensayos. En todos los casos las plantas que no fueron inoculadas
presentaron mayor peso seco radical que las inoculadas.

En el ensayo 2 de lainoculacion con INTA IF-535, solo la variedad INTA 06575 mostré diferencias
estadisticas entre tratamientos, con mermas de peso del 35 %. En el caso de Overd Fucsia-INTA,
si bien las diferencias numéricas fueron superiores, no se registraron estadisticamente. En el
ensayo 3 no se observaron diferencias entre tratamientos pero Overd Fucsia-INTA fue la
variedad que tuvo mayor pérdida de peso. Los resultados de los ensayos fueron comparables
estadisticamente sdlo para los tratamientos con la variedad Pampa Salmoén-INTA.

En cuanto al ensayo 2 de interaccion de las variedades con INTA IF-536 las plantas de Pampa

Salmén-INTA no difirieron del testigo a pesar de que hubo mermas en el peso del 53 %. La
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variedad Overa Fucsia-INTA presentd la mayor pérdida de peso seco radical seguida por INTA
06575 con mermas de peso del 61 %. En el tercer ensayo no se registraron diferencias
estadisticas entre tratamientos. Los ensayos fueron similares estadisticamente para los

tratamientos de la variedad INTA 06575 inoculada y la Pampa Salmén-INTA sin inocular.

Tabla 4.1.3.7. Peso seco de parte radical en calibrachoas inoculadas con INTA IF-535 (F. proliferatum).

. . Ensayo 2 Ensayo 3
Aislado Variedad Peso seco ‘r,al'z (mg)* Peso seco ‘r,al'z (mg)* Valor p**
INTA IF-535 Overd Fucsia-INTA 16a 8,6a 0,0002
- Overa Fucsia-INTA 5,7 ab 13,5a 0,0002
INTAIF-535  Pampa Salmon-INTA 9,9 bc 12,1a 0,3032
- Pampa Salmén-INTA 14,7 cd 15,7 a 0,6060
INTA IF-535 INTA 06575 16,1d 11,0a 0,0235
- INTA 06575 25,1e 12,5a 0,0001

*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Tabla 4.1.3.8. Peso seco de parte radical en calibrachoas inoculadas con INTA IF-536 (F. proliferatum).

En 2 En
Aislado Variedad Peso seci)a‘r,:iz (mg)* Peso secs:f“r’::iz3 (mg)* valor p**
INTAIF-536  Overad Fucsia-INTA 0,4a 10,1a 0,0001
- Overd Fucsia-INTA 57b 13,5a 0,0002
INTA IF-536 Pampa Salmdn-INTA 6,9b 14,5 a 0,0001
INTA IF-536 INTA 06575 9,7b 10,9 a 0,5511
- Pampa Salmoén-INTA 14,7 c 15,7 a 0,606
- INTA 06575 25,1d 12,5a 0,0001

*Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
**Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

Los resultados expuestos permiten afirmar que las variedades de calibrachoa poseen una
respuesta diferencial frente a la inoculacién con dos aislados de Fusarium proliferatum. En lineas
generales, la mas afectada a nivel de las raices por ambos patégenos fue Overa Fucsia-INTA,
seguida por INTA 06575. Pampa Salmon-INTA fue la que presentd menores pérdidas de peso
seco radical. En cuanto a la severidad de dafio aéreo, Pampa Salmdén-INTA fue la menos dafiada.
Las variedades INTA 06575 y Overd Fucsia-INTA registraron los mayores dafos en su interaccion
con alguno de los dos patdgenos. Al margen de esto, existio una elevada variabilidad de
resultados dentro y entre ensayos que, en algunos casos, no permitid detectar diferencias
estadisticas pese a que las medias fueran distintas. Esta situacion fue discutida previamente en
el andlisis de la agresividad de los aislados de Fusarium en el Capitulo 2, apartado 2.1.3.e. En

todos los casos, las escalas de dafio reflejaron la tendencia observada en los valores de peso
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seco, por lo cual pueden ser consideradas una herramienta practica, sencilla y rapida para
caracterizar la respuesta de calibrachoa.

Se estima que el 75 % de los cultivos agricolas importantes tiene resistencia efectiva contra al
menos un patégeno y que el 98 % de los de grano y forraje la posee contra una o mas
enfermedades (Schumann, 1991). En muchos casos, la resistencia en variedades comerciales
proviene de genotipos silvestres (Keller et al., 2000). Por esa via, ademds de otros rasgos
deseables, se ha incorporado resistencia a las enfermedades en muchos cultivos. Croser et al.
(2003) reportaron que las especies silvestres de garbanzo (Cicer arietinum L.) tienen un mayor
nivel de resistencia que las cultivadas frente el marchitamiento ocasionado por Fusarium, entre
otras enfermedades. Especies silvestres de garbanzo (Cicer bijugum L. y C. pinnatifidum L.),
lenteja (Lens ervoides M., L. nigricans M., L. odemensis M.) y poroto (Phaseolus coccineus L.)
poseen resistencia a adversidades bidticas entre las que se encuentra incluida la marchitez
causada por Fusarium (Kumar et al., 2011). Anjani et al. (2018) pudieron incorporar genes de
resistencia a Fusarium a partir de variedades silvestres de cartamo (Carthamus tinctorius L.)
mediante hibridacion interespecifica confirmada con marcadores moleculares y evaluacién
fenotipica por inoculacién. Es importante mencionar que con dichos marcadores, se pueden
seleccionar con precisién en el laboratorio los hibridos resistentes a la marchitez, lo cual evita la
inoculacidon y complicaciones asociadas (necesidad de un determinado estado fenolégico del
cultivo, temperatura, humedad, niveles de indculo, etc.). La base genética de las variedades de
calibrachoa con las que se trabajé esta integrada por genotipos nativos y comerciales. Por
ejemplo, calibrachoa Overd Fucsia-INTA se obtuvo a partir del cruzamiento de Calibrachoa
caesia x “Callie Sunrise”. Por su parte, calibrachoa Pampa Salmoén-INTA se obtuvo del
cruzamiento de C. thymifolia x “Callie Scarlet Red”. Por ultimo, calibrachoa INTA 06575 se
obtuvo a partir del cruzamiento de C. caesia x “Callie Dark Blue” (J.C. Hagiwara, com. pers.). C.
caesia crece en el sur de Brasil y en el sudeste de Misiones. C. thymifolia es relativamente
abundante en el oeste de Uruguay y noreste de Argentina. En Entre Rios y Corrientes habita
principalmente sobre las costas de los rios Uruguay vy sus afluentes, las costas del rio Parana y
los esteros del Iberd (Greppi et al., 2013). Las diferencias de respuesta a la inoculacién con los
aislados de Fusarium podria estar condicionada fuertemente por las caracteristicas de los padres
y madres de los hibridos. Por ejemplo, C. thymifolia puede haber aportado a la variedad Pampa
Salmon-INTA un buen comportamiento a podredumbres de raiz, por su adaptacién al
crecimiento en dreas de alta humedad edafica. Seria interesante estudiar en profundidad la
interaccion del germoplasma nativo de calibrachoa frente a los patégenos que limitan el cultivo
de los genotipos comerciales. De este modo, se podria detectar la existencia de fuentes de

resistencia genética. Tombion (2022) logré unos avances interesantes al respecto.
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Modafar et al. (2000) estudiaron la acumulacidn de distintos compuestos fendlicos y lignina en
raices de palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) de cultivares resistentes y susceptibles a
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. La necrosis de la raiz en los cultivares resistentes aparecio
muy temprano y permanecié limitada, mientras que en los susceptibles fue mas tardia y se
extendio por toda la superficie radical, acompafiada de marchitez. Ambos cultivares presentaron
el mismo perfil de compuestos fendlicos. Antes de la infeccién, el contenido de distintos fenoles
en las raices del cultivar resistente superd ampliamente al del susceptible. Luego de la infeccién,
fue aln mayor para los mismos fenoles y un nuevo compuesto. Ademads aumenté el contenido
de lignina. Mandal et al. (2009) obtuvieron resultados similares en raices de tomate, donde
detectaron una menor concentracién de compuestos fendlicos en el periodo de prefloracidn, de
mayor susceptibilidad a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. El acido ferulico, compuesto
mayormente detectado, presentd mayor la capacidad inhibitoria del patdégeno in vitro.

Esta informacion es relevante para orientar futuros estudios que permitan detectar diferencias
en la estructura y composicidon quimica de las raices de las distintas variedades de calibrachoa
bajo estudio y explicar las variaciones en su comportamiento frente a los patégenos.

Galvan et al. (2008) estudiaron la resistencia de especies del género Allium a la pudricidn basal
ocasionada por Fusarium oxysporum y F. proliferatum. La cebolla de verdeo (A. fistulosum L.)
presentd una incidencia mucho menor que la cebolla (A. cepa L.), debido a un sistema radical
mas importante y a una capacidad de regeneracion de raices que le permitieron superar las
infecciones. Por el contrario, la planta de cebolla dejoé de crecer después de la formacion del
bulbo, y los tejidos de la raiz y la placa basal se volvieron senescentes. El comportamiento de las
plantas de cebolla de verdeo puede relacionarse con la respuesta de la calibrachoa variedad
Pampa Salmon-INTA. Si bien presentd mermas en el peso seco radical, esta variedad de
calibrachoa continué creciendo en su parte aérea y tuvo un mejor comportamiento frente a los
aislados de Fusarium que el resto de las variedades evaluadas.

Por ultimo, existe una asociacion entre la activacidon de enzimas hidroliticas durante la etapa
temprana de la patogénesis y la respuesta de defensa por parte de diversas plantas. Gupta et al.
(2013) observaron en cultivares de racula (Eruca sativa M.) resistentes a Alternaria brassicicola
una elevada produccién de B-1,3-glucanasas y quitinasas durante las 72 h posteriores a la
inoculacidn. La actividad de estas dos enzimas daria lugar a la liberacion de oligosacaridos por
ruptura de las paredes celulares del hongo y las consiguientes reacciones de defensa en las
plantas. En cultivares de ajo (A. sativum L.) inoculados con Fusarium proliferatum (Filyushin et
al., 2021) cuantificaron quitinasas. Su importante aumento en raices y tallos del cultivar
resistente 24 y 96 h de la inoculacidn podria explicar su comportamiento frente a la enfermedad.

Seria interesante avanzar en estudios que permitan conocer la expresion, tanto de quitinasas
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como de B-1,3-glucanasas, en las distintas variedades de calibrachoa inoculadas con Fusarium
proliferatum.

La diversidad genética que poseen las especies cultivadas permite responder al ataque de un
patdgeno de multiples formas y con diferentes grados de especificidad y eficacia. Los multiples
genes que confieren resistencia horizontal controlan los procesos fisioldgicos de la planta que
generan las sustancias y estructuras de defensa frente a todas las razas de un patdgeno. Este
tipo de resistencia es dependiente tanto de las condiciones ambientales como del estado de
desarrollo del cultivo (Agrios, 1995). Por otro lado, tal como se menciond en el capitulo 2, se
conocen razas de las formae specialis de Fusarium oxysporum que poseen capacidad para
infectar distintos cultivares. Genes especificos en ciertas variedades de tomate les confieren
resistencia vertical (monogénica) al ataque de tres razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici o
susceptibilidad a alguna de ellas (Scott et al., 2004; van der Does et al., 2019). Michielse y Rep
(2009) enumeraron cultivos que poseen resistencia monogénica a diferentes razas de F.
oxysporum. Una explicacién a la aparicién de razas que quiebran la resistencia vertical, es la
coevolucidn de las poblaciones del patégeno con el monocultivo de cultivares resistentes que,
frente a la presion de seleccidn, generan mutaciones (Keller et al., 2000; Moerschbacher y
Mendgen, 2000; Poland et al., 2009). En las variedades de calibrachoa evaluadas se observé
diferente susceptibilidad a la enfermedad causada por distintos aislados de Fusarium, lo cual
permite pensar que no se expresaron genes especificos de resistencia sino que se activaron
respuestas con base genética cuantitativa. Seria interesante realizar estudios que permitan

confirmar tal hipétesis.

4.1.4. Conclusiones

e las variedades de calibrachoa presentaron una respuesta diferencial a la marchitez
causada por los aislados de Fusarium proliferatum mas agresivos (INTA IF-535 y 536).

e La variedad Pampa Salmon-INTA expresé la mayor resistencia a la marchitez, seguida
por calibrachoa INTA 06575. La variedad Overa Fucsia-INTA mostré la mayor
susceptibilidad.

e Esnecesario realizar estudios morfoldgicos y fitoquimicos para conocer los mecanismos

de resistencia de las variedades de calibrachoa bajo estudio.
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4.2. Quitosano

4.2.1 Introduccion

La quitina, homopolimero de B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-B-D-glucopiranosa, es el segundo
recurso organico mas abundante en la tierra después de la celulosa y estd presente en
invertebrados marinos, insectos y hongos con funciones estructurales (Hudson y Smith, 1998;
Tolaimate et al., 2000; Ren et al., 2017; Varun et al., 2017). A nivel industrial, los caparazones de
ciertos crustdceos (camarones, langostas y cangrejos) obtenidos como subproducto de la
industria pesquera proveen la materia prima que posibilita la obtencion de quitina (Bakshia et
al., 2019; Espinosa-Cavazos et al., 2020). Segun Hudson y Smith (1988), Braconnot (1811)
estudié la composicion de tejidos fungicos mediante digestidon quimica y encontré materiales
similares a la celulosa que denomind "fungine" y Odier (1821) observé que el exoesqueleto de
insectos poseia una composicidon similar y lo llamé quitina. Este nuevo compuesto generd
confusién por su similitud funcional con la celulosa como componente estructural de las paredes
celulares en plantas, hasta que los avances tecnoldgicos permitieron diferenciarlos
guimicamente. El quitosano es un biopolimero catidnico lineal derivado de la desacetilacién de
la quitina en un medio alcalino a temperaturas mayores a los 60 °C, en la que ocurre el
reemplazo del grupo acetil de la amida por un grupo amino. Se compone de los azucares
glucosamina y N-acetilglucosamina en proporciones que dependen del tratamiento al que se
sometié (Bakshia et al., 2019). Las condiciones fisicoquimicas del proceso generan biopolimeros
de quitosano con propiedades estructurales, fisicas, quimicas y funcionales, con caracteristicas
muy distintas a las de la quitina (Majeti y Kumar, 2000; Espinosa-Cavazos et al., 2020). Adem4s,
la pureza, el rendimiento, el peso molecular y el grado de desacetilacién son especificos del
material original (Hudson y Smith, 1998). En la Figura 4.2.1.1 puede observarse su estructura

quimica.

H-C H H

H NH,

Figura 4.2.1.1. Estructura quimica del quitosano (Fuente: Espinosa-Cavazos et al., 2020).
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La biodegradacién de la quitina es un proceso muy lento que genera grandes cantidades de
descartes y se ha convertido en una preocupacién importante en la industria de procesamiento
de productos del mar (Shahidi y Synowiecki, 1991). Por lo tanto, la obtenciéon de compuestos
con valor agregado como la quitina, el quitosano y sus derivados y su aplicacién en diferentes
campos es de gran interés (Shahidi et al., 1999). Varun et al. (2017) extrajeron quitina y
quitosano de caparazones de camardn con rendimientos del 14 y del 12 % en peso seco
respectivamente. El quitosano, debido a su capacidad para actuar como polielectrolito catidnico,
su bioactividad y su biocompatibilidad tiene una amplia variedad de aplicaciones en industrias
como la alimenticia, textil, agricola, médica, cosmética y farmacéutica y para la remediacién
(Espinosa-Cavazos et al., 2020). Es utilizado como agente espesante en el agua, puede generar
guelacién selectiva de metales pesados y actuar en el tratamiento de aguas residuales, se
convierte facilmente en fibras, peliculas, recubrimientos y perlas, asi como en polvos y
soluciones (Hudson y Smith, 1998). Dentro del mundo agricola es utilizado como controlador de
plagas, regulador del crecimiento de plantas, mejorador de la disponibilidad y propiedades de
ciertos nutrientes y del almacenamiento y conservacién de semillas mediante su recubrimiento
(Ramirez et al., 2010; Marmol et al., 2011). También, por sus propiedades antimicrobianas, es
usado como bioprotector en el empaquetado de alimentos (Valenzuela y Arias, 2012).

Existen escasos antecedentes en el pais sobre su evaluacion como bioprotector. Se lo ha
utilizado para el control de podredumbres poscosecha de zapallo (Cifone et al., 1999, 2001), la
disminucién de poblaciones bacterianas en lechuga (Goifii et al., 2010), la infeccidn por Alternaria
alternata en tomate (Yommi et al., 2005) y la preservacién poscosecha de peras (Rodriguez et
al., 1999).

El objetivo de este apartado fue evaluar las capacidades de biocontrol in vitro de dos
formulaciones de quitosano frente a Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani (patégenos de suelo) y su compatibilidad con cepas de

Trichoderma preseleccionadas.

4.2.2 Materiales y métodos

Las evaluaciones preliminares desarrolladas en los apartados a y b se realizaron con un producto
no inscripto formulado en base a quitosano, en colaboracién con la Técnica en Producciéon
Vegetal Orgdnica Noelia M. Grisancich. Por otro lado, las evaluaciones correspondientes al

apartado c se realizaron con Raisan® de Nutriterra, con registro en SENASA N° 17882.
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a. Efecto del pH sobre la actividad del quitosano

Se utilizé la técnica del medio de cultivo envenenado (Balouiri et al., 2016). Se colocaron 0,05 g
de quitosano (dosis 5.000 ppm) en la base de placas de Petri de 10 cm de didmetro. Se prepard
APG a pH 4 y 6 mediante la adicidn de acido lactico, se vertieron 10 mL del medio fundido
atemperado en cada placa y se realizé un movimiento circular suave de las placas sobre la
mesada para distribuir homogéneamente el quitosano en el medio. Se cultivd el aislado INTA IF-
527 de S. rolfsii por 7 dias y se cortaron discos de 0,9 cm de didmetro de las colonias. Se colocd
un disco en el centro de cada placa. Los testigos se prepararon de igual manera, pero sin
quitosano. Las placas fueron distribuidas al azar en estufa de cultivo a 22 + 2 °C en oscuridad y
se realizaron 6 repeticiones por tratamiento. Se efectuaron observaciones diarias durante tres
dias del diametro de crecimiento fungico en cada placa y se analizaron los resultados segun lo

indicado en el Capitulo 2: “Hongos patdgenos” 2.1.2.g. “Andlisis estadisticos”.

b. Crecimiento de hongos patdgenos de suelo en medio de cultivo con quitosano.

Se repitié la metodologia descrita en 4.2.2.a, a pH 6, con los aislados INTA IF-523 (Rhizoctonia
solani), 527 (S. rolfsii), 528 (Sclerotinia sclerotiorum)y 534 (Fusarium proliferatum). Los ensayos
se llevaron a cabo con 6 repeticiones por tratamiento y los testigos no tuvieron el agregado de
quitosano. Las placas se incubaron a 22 + 2 °C y se registré a diario el radio de crecimiento
flngico. Los resultados se analizaron estadisticamente segun lo indicado en el Capitulo 2:

“Hongos patdgenos” 2.1.2.g. “Analisis estadisticos”.

¢. Compatibilidad in vitro de quitosano con aislados de Trichoderma y efecto fungicida frente a

Fusarium proliferatum.

Se evaluo la compatibilidad in vitro con cuatro aislados de Trichoderma (INTA IF-549, 613, 614 y
630) y el efecto fungicida frente a tres aislados F. proliferatum (INTA IF-534, 535 y 536) de un
formulado en base a quitosano. Para esto, se repitio la metodologia desarrollada en el apartado
4.2.2.a. Para cultivos floricolas, la recomendacién del fabricante de quitosano es de 5 a 7 litros
de producto formulado por hectérea. La dosis mas alta (7 |/ha) se extrapold al drea de una placa
de Petri y de este modo, a las placas con el APG fundido se les agregd 1 mL de quitosano. Como
testigos se sembraron discos de cada hongo en medios de cultivo con el agregado de 1 mL de
agua destilada estéril. Se realizaron 8 repeticiones por cada tratamiento y las placas se incubaron
a 24 + 2 °C hasta que los testigos las cubrieron totalmente en el caso de Trichoderma y por siete

dias en el caso de Fusarium. Se registrd a diario el radio de crecimiento fungico. Los datos se
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analizaron estadisticamente segun lo indicado en el Capitulo 2: “Hongos patdgenos” 2.1.2.g.

“Analisis estadisticos”.

4.2.3 Resultados y discusion

a. Efecto del pH sobre la actividad del quitosano

En la Figura 4.2.3.1 pueden observarse los resultados del ensayo sobre el efecto del pH vy el
quitosano en el crecimiento in vitro del aislado de S. rolfsii INTA IF-527. La modificacion del valor
pH por si sola no afectdé el crecimiento del patdgeno, pero se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos con quitosano a distintos pH, siendo el quitosano a pH 4 el
que inhibid el crecimiento en su totalidad. Cuando el pH utilizado fue 6 y se combind con
quitosano, el patdégeno tuvo un leve crecimiento, con diferencias estadisticas frente al resto de
los tratamientos. Asi, teniendo en cuenta que un pH cercano a 6 es frecuente en los sustratos

comerciales, se eligié ese valor para avanzar en el ensayo siguiente.
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Figura 4.2.3.1. Efecto del pH y del quitosano en el crecimiento del aislado INTA IF-527 de Sclerotium
rolfsii. Letras distintas sobre cada linea indican diferencias estadisticas significativas (p< 0,05).

b. Crecimiento de hongos patdgenos de suelo en medio de cultivo con quitosano.

En la Tabla 4.2.3.1 se observa que el quitosano redujo el crecimiento de todos los aislados de
manera significativa. Los de menor crecimiento fueron INTA IF-528 (S. sclerotiorum), 527 (S.

rolfsii) y 534 (F. proliferatum). Para R. solani (INTA IF-523), si bien el quitosano tuvo un efecto
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significativo, fue menos efectivo que para el resto de los patégenos. En general, la dosis utilizada

fue efectiva para reducir el crecimiento de los aislados.

Tabla 4.2.3.1. Efecto del quitosano sobre el crecimiento in vitro de aislados fungicos.

S. sclerotiorum INTA IF-528
S. rolfsii INTA IF-527
F. proliferatum INTA IF-534
F. proliferatum INTA IF-534
S. sclerotiorum INTA IF-528
R. solani INTA IF-523
S. rolfsii INTA IF-527

Aislado Quitosano Radio de crecimiento (cm)*
Si 0,0a
Si 0,2a
Si 0,5a
No 1,1b
No 1,8c
Si 2,5d
No 39e
No 4,0e

R. solani INTA IF-523

*Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p< 0,05).

c. Compatibilidad in vitro de quitosano con aislados de Trichoderma y efecto fungicida frente a

Fusarium.

En la Tabla 4.2.3.2 se observan los resultados de compatibilidad de quitosano con los aislados

de Trichoderma sp. INTA IF-549, 613, 614 y 630 a las 72 horas del inicio. Tanto en el ensayo 1

como en el 2, la aplicacion de quitosano no inhibid el crecimiento de los aislados INTA IF-549 y

613. En cuanto a INTA-IF 614 y 630 el crecimiento fue inhibido entre un 42 y un 22 %

respectivamente en el ensayo 1. En el ensayo 2, sélo INTA IF-614 fue inhibido por la aplicacion

de quitosano, en un 1,5 %. Es importante mencionar que INTA IF-630 pudo completar su

crecimiento al cuarto dia de iniciado el ensayo al igual que INTA IF-614 (ensayo 2). En cuanto al

ensayo 1, INTA IF-614 no logré completar las placas de Petri y alcanzé un promedio de 35,5 mm

al dia 12 con lo cual, fue el aislado mas afectado por quitosano.

Tabla 4.2.3.2. Efecto del quitosano en el crecimiento in vitro de Trichoderma sp. al tercer dia de ensayo.

A_islado de Dc_>sis de . Ens;j\yc? 1 . Ensa.zy? 2 Valor p**
Trichoderma quitosano  Radio de crecimiento (mm)*  Radio de crecimiento (mm)*

INTA IF-614 71/ha 23,2a 39,4a < 0,001
INTA IF-630 7 1/ha 31,3b 40,0 b < 0,001
INTA IF-614 0l/ha 40,0 c 40,0b >0,99
INTA IF-630 0l/ha 40,0 c 40,0 b > 0,99
INTA IE-549 0l/ha 40,0 c 40,0 b > 0,99
INTA IF-549 71/ha 40,0c 40,0 b >0,99
INTA IF-613 0l/ha 40,0 c 40,0 b > 0,99
INTA IF-613 7 1/ha 40,0 c 40,0 b >0,99

*Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p< 0,05).
** Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.
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Figura 4.2.3.3. Cultivos de Trichoderma en medios de cultivo con y sin agregado de quitosano. A) INTA
IF-549 sin quitosano a las 48 h; B) INTA IF-549 sin quitosano a las 72 h; C) INTA IF-549 con quitosano a las
48 h; D) INTA IF-549 con quitosano a las 72 h; E) INTA IF-613 sin quitosano a las 48 h; F) INTA IF-613 sin
quitosano a las 72 h; G) INTA IF-613 con quitosano a las 48 h; H) INTA IF-613 con quitosano a las 72 h; |)
INTA IF-614 sin quitosano a las 48 h; J) INTA IF-614 sin quitosano a las 72 h; K) INTA IF-614 con quitosano
alas 48 h; L) INTA IF-614 con quitosano a las 72 h; M) INTA IF-630 sin quitosano a las 48 h; N) INTA IF-
630 sin quitosano a las 72 h; O) INTA IF-630 con quitosano a las 48 h; P) INTA IF-630 con quitosano a las
72 h (Barra= 2 cm).

En cuanto al efecto del quitosano sobre F. proliferatum, los resultados pueden observarse en la

Tabla 4.2.3.3. En ambos ensayos no existié inhibicion de ningln aislado.
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Tabla 4.2.3.3. Efecto del quitosano en el crecimiento in vitro de F. proliferatum.

Aislad? de D<.)sis de ' Ens?yr:v 1 ' Ens?yc? 2 Valor p**
Fusarium quitosano Radio de crecimiento (mm)* Radio de crecimiento (mm)*
INTA IF-536 7 1/ha 21,6a 219a 0,63
INTA IF-536 0l/ha 22,7 a 229a 0,85
INTA IF-535 7 1/ha 25,1b 25,2 b 0,9
INTA IF-534 01/ha 25,1b 26b 0,44
INTA IF-534 7 1/ha 26,4 b 26b 0,59
INTA IF-535 0l/ha 27,2b 26,4b 0,07

*Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p< 0,05).
** Valor p< 0,05 indica diferencias significativas entre ensayos.

En este trabajo el valor de pH influyé en la actividad del quitosano evidenciada por la
modificacién en el crecimiento de cuatro especies patégenas de suelo. A pH 4 fue inhibido el
crecimiento de S. rolfsii; a pH 6, el de S. sclerotiorum y se controld el de S. rolfsii, F. oxysporumy
R. solani. Tales resultados son compatibles con los de Papineau et al. (1991), Helander et al.
(2001) y Devlieghere et al. (2004) que indicaron que el pH afecta la actividad del quitosano y es
mas efectivo a valores acidos (pH= 4). Sin embargo, en estos niveles de acidez de sustrato es
muy complejo desarrollar actividades agricolas, por lo que fue elegido el valor de pH= 6 para
avanzar en las pruebas. Segun Valenzuela y Arias (2012) el mayor efecto antimicrobiano del
guitosano a valores bajos de pH se explicaria por el caracter catidnico de este biopolimero. Asi,
a medida que disminuye el pH de la solucidn, los grupos amino de los mondmeros de
glucosamina se protonan fuertemente, se vuelven reactivos y desestabilizan a los
lipopolisacdridos y las proteinas de la membrana celular. En estudios in vitro realizados por
Stossel y Leuba (1984), el pH de los medios de cultivo modificé en gran medida la capacidad
antifungica del quitosano. A pH 4, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solaniy Rhizoctonia
solani no crecieron en las placas sin quitosano, pero si con quitosano. Dicho polimero presenté
actividad diferencial en distintos medios de cultivo y pH. Asi, se redujo el crecimiento de C.
lindemuthianum, F. oxysporum y Pythium paroecandrum a pH 6 en APG, medio de Vogel y agar
V-8, pero se incrementé el de F. oxysporum y P. paroecandrum a pH 8. Phytophthora
megasperma fue fuertemente inhibida por quitosano en medio de Vogel (pH 6 u 8) y agar V-8
(pH 6).

La efectividad del quitosano evaluado en el apartado c para controlar el crecimiento in vitro de
F. proliferatum fue nula. Estos resultados fueron opuestos a los observados en el ensayo b con
otro producto. Es importante considerar que tanto la dosis, como las condiciones de extraccion
del quitosano, su granulometria, grado de acetilacion y origen pueden determinar una diferente

actividad bioldgica. EI-Mohamedy et al. (2014) observaron que a mayor dosis de quitosano in
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vitro hubo un mayor efecto inhibidor de cinco aislados de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.
Por otro lado, Stossel y Leuba (1984) hallaron que dosis de 10 mg/ml de quitosano con un
didmetro de particula menor a 50 um redujeron notablemente el crecimiento radial de p.ej. F.
oxysporum y R. solani y que la actividad antifungica disminuyd con el aumento del didmetro de
particula hasta 600 um. En ese mismo trabajo, se estudié el efecto de la quitina y dos
formulaciones de quitosano (66 y 91 % de desacetilacién). La quitina no tuvo efecto fungicida y
aumentd el crecimiento de los aislados de Fusarium y Pythium, mientras que el control de los
patdgenos con dosis de 5 mg/ml de quitosano aumentd con el grado de acetilacién. Estudios
realizados por Chittenden y Singh (2009) permitieron detectar un mayor efecto del quitosano
para inhibir el crecimiento fingico cuando las pruebas se realizaron con esporas en comparacion
con el micelio. Con estos antecedentes bibliograficos y sobre la base de los resultados del
presente trabajo, serd necesario evaluar diferentes productos a distintas dosis, valores de pH,
aislados fungicos y medios de cultivo para poder ampliar el conocimiento en la tematica.
Posteriormente, se deberd continuar con estudios in vivo para extrapolar los resultados a
condiciones de cultivo.

En cuanto a la compatibilidad del producto evaluado en el apartado c con los aislados de
Trichoderma, en lineas generales no se produjo inhibicidon del crecimiento o si existio, fue
transitoria. En estudios realizados por Chittenden y Singh (2009) del efecto in vitro de un
formulado de quitosano para controlar un patégeno de la madera de manera complementaria
con T. harzianum, a igual dosis un efecto fungistatico afecté al patdégeno, pero no al
biocontrolador. En tales estudios los aislados de Trichoderma presentaron mayor tolerancia al
quitosano que el patégeno. Torr et al. (2005) evaluaron el efecto del acetato y de mezclas de
oligdmeros de quitosano sobre patdgenos de maderay T. harzianum y detectaron que, mientras
las dosis utilizadas inhibian a los hongos patdgenos, sélo afectaban la tasa de crecimiento de
Trichoderma con fungistasis inicial. En el mismo sentido, diversos estudios documentaron la
sensibilidad de aislados de Trichoderma a fungicidas sintéticos (Ferreira da Silva et al., 1999;
Harman et al., 1996; Singh et al., 2002; Chaparro et al., 2011; Ortellado y Fuente, 2013;
Valdettaro, 2018; Crimer, 2021). Lanzuise et al. (2002) demostraron la capacidad del género para
producir transportadores en procesos de detoxificacidn, que podrian ser indispensables para la
supervivencia en ambientes alterados por la actividad humana y a efectos de antibidticos o
enzimas generadas por otros hongos del suelo. Esto podria explicar la capacidad de Trichoderma

para sobrevivir en ambientes con diversas concentraciones y formulaciones de quitosano.

223



Figura 4.2.3.3. Cultivos de F. proliferatum en medios de cultivo con y sin agregado de quitosano. A) INTA
IF-534 sin quitosano a las 48 h; B) INTA IF-534 sin quitosano a las 96 h; C) INTA IF-534 sin quitosano a las
168 h; D) INTA IF-534 con quitosano a las 48 h; E) INTA IF-534 con quitosano a las 96 h; F) INTA IF-534
con quitosano a las 168 h; G) INTA IF-535 sin quitosano a las 48 h; H) INTA IF-535 sin quitosano a las 96
h; 1) INTA IF-535 sin quitosano a las 168 h; J) INTA IF-535 con quitosano a las 48 h; K) INTA IF-535 con
quitosano a las 96 h; L) INTA IF-535 con quitosano a las 168 h; M) INTA IF-536 sin quitosano a las 48 h; N)
INTA IF-536 sin quitosano a las 96 h; O) INTA IF-536 sin quitosano a las 168 h; P) INTA IF-536 con
quitosano a las 48 h; Q) INTA IF-536 con quitosano a las 96 h; R) INTA IF-536 con quitosano a las 168 h
(Barra=2 cm).
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4.2.4 Conclusiones

e La actividad de un producto formulado en base a quitosano impidié el crecimiento in vitro
de Sclerotium rolfsii a pH 4 y lo limitd a pH 6.

e La actividad de otro producto formulado en base a quitosano disminuyé el crecimiento in
vitro de S. rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium proliferatum y Rhizoctonia solani a pH
6.

e El quitosano permitid el crecimiento de aislados de Trichoderma sp. biocontroladores de F.

oxysporum y promotores del crecimiento de calibrachoa.
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4.3. Conclusiones del capitulo

Las variedades de calibrachoa difirieron en su resistencia a la inoculacién con Fusarium
proliferatum.

La capacidad del quitosano para inhibir el crecimiento de patdgenos fungicos de suelo
dependid del producto evaluado y del pH del medio de cultivo.

Trichoderma crecié en presencia de quitosano en el medio de cultivo.
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Se cumplieron todos los objetivos planteados y se validaron las hipétesis.

Fusarium fue el género prevalente entre los patdgenos de calibrachoa, F. oxysporum, F.
proliferatum y F. fujikuroi causaron marchitez debida a la podredumbre basal. Fusarium
proliferatum INTA IF-535, 536 y 569 fueron los aislados mas agresivos. Ademas de
calibrachoa, tres aislados de F. proliferatum y uno de F. oxysporum marchitaron petunia
y dos aislados de F. oxysporum marchitaron nierembergia.

El uso de escalas en las pruebas de agresividad y de respuesta varietal resulté apropiado.
Sclerotinia sclerotiorum y Ceratobasidium sp. AG-A formaron parte del complejo de
hongos de suelo patdgeno de calibrachoa y causaron marchitez. S. sclerotiorum también
ocasiond tizén en calibrachoa y marchité nierembergia y petunia.

Nigrospora oryzae se identificd como agente causal de manchas foliares en calibrachoa.
Todos los patégenos detectados fueron citados por primera vez en calibrachoa a nivel
mundial.

De los aislados de Trichoderma sp. de la rizosfera de calibrachoa, T. longibrachiatum
INTAIF-549,612 y 630y T. koningiopsis INTA IF-613 y 614 presentaron una alta eficiencia
biocontroladora de F. proliferatum INTA IF-535 y 536 in vitro y una elevada capacidad
de colonizacién del sustrato Z-Floricultura de Terrafertil®. INTA IF-613 y 630
mantuvieron la capacidad de biocontrol en los ensayos in vivo. La produccion de indculo
de Trichoderma en arroz y la dosis del 1% v/v en el sustrato resultaron exitosas. T.
koningiopsis INTA IF-613 sobresalid por su capacidad de promocién de crecimiento de
las variedades de calibrachoa.

En inoculaciones con F. proliferatum INTA IF-535 y 536, la variedad Pampa Salmoén-INTA
fue la mds resistente a la marchitez.

La coleccién de patédgenos y biocontroladores se conservd con éxito en agua destilada,
vaselina y en papel.

La actividad del quitosano en biocontrol dependié del producto estudiado y del pH del
medio de cultivo. El polimero no influyd en el crecimiento in vitro de Trichoderma.

Esta tesis constituyo un estudio integral de las patologias asociadas a la calibrachoa y de
su manejo bioldgico. La integracién de una estrategia genética (variedad resistente) con
una bioldgica (aislado de Trichoderma) y una quimica (quitosano) permiten manejar la
marchitez por Fusarium y aumentar el crecimiento vegetal.

La aplicacién de los conocimientos generados permitird mejorar la calidad de la

produccién floricola mediante el manejo de la sanidad con practicas eco compatibles.
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6.1.Dimensiones de micro y macroconidios de Fusarium spp.

Microconidios Macroconidios Microconidios Macroconidios
Aislado Aislado

Largo (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um)
INTA IF-534 11,95 2,92 50,6 3,2 INTA IF-535 11,95 3,22 37 3,9
INTA IF-534 7,53 2,92 46,5 3 INTA IF-535 9,66 2,33 30,4 3
INTA IF-534 9,55 1,64 33,2 2,7 INTA IF-535 9,36 2,92 47,8 4,3
INTA IF-534 6,8 2,28 60,7 3,4 INTA IF-535 6,77 1,64 30,4 3,9
INTA IF-534 9,05 1,96 59,5 3,7 INTA IF-535 8,22 2,76 30,4 3
INTA IF-534 8,86 2,33 44,1 2,6 INTA IF-535 5,57 2,46 35,2 3,7
INTA IF-534 8,24 1,96 39,7 3,3 INTA IF-535 6,46 2,33 47,8 4,3
INTA IF-534 8,96 1,61 49,4 3,5 INTA IF-535 8,27 2,33 30,4 3,1
INTA IF-534 5,34 1,29 74,5 29 INTA IF-535 6,77 2,6 31,4 3,9
INTA IF-534 5,81 1,93 54 2,3 INTA IF-535 7,93 2,33 30,9 3,5
INTA IF-534 7,61 2,16 51,2 3 INTA IF-535 7,55 2,35
INTA IF-534 7,93 1,74 74,5 3,7 INTA IF-535 9,18 3,18
INTA IF-534 8,71 2,28 33,2 2,3 INTA IF-535 11,1 3,43
INTA IF-534 8,51 2,74 INTA IF-535 6,98 2,6
INTA IF-534 5,49 1,74 INTA IF-535 6,52 2,35
INTA IF-534 6,98 1,82 INTA IF-535 8,96 2,52
INTA IF-534 11,41 2,07 INTA IF-535 8,68 2,16
INTA IF-534 8,39 2,16 INTA IF-535 12,27 3,87
INTA IF-534 4,65 1,37 INTA IF-535 9,09 2,88
INTA IF-534 7,81 1,82 INTA IF-535 8,29 3,18
INTA IF-534 6,98 1,37 INTA IF-535 6,89 2,35
INTA IF-534 5,57 2,28 INTA IF-535 11,54 3,37
INTA IF-534 5,48 1,44 INTA IF-535 10 4,19
INTA IF-534 6,46 1,61 INTA IF-535 7,21 3,76
INTA IF-534 6,35 1,88 INTA IF-535 8,96 2,28
INTA IF-536 7,85 3,04 23,9 4,3 INTA IF-538 8,29 2,6 21,74 2,17
INTA IF-536 9,89 2,16 26,1 2,4 INTA IF-538 5,74 2,46 28,26 3,91
INTA IF-536 7,1 2,46 30,4 3 INTA IF-538 9,35 1,29 23,91 2,61
INTA IF-536 7,91 2,35 23,9 2,2 INTA IF-538 7,69 1,61 30,43 4,35
INTA IF-536 12,29 2,97 21,7 19 INTA IF-538 7,81 2,07 28,26 2,39
INTA IF-536 8,32 3,43 37 48 INTA IF-538 5,89 2,52 26,09 4,35
INTA IF-536 7,21 2,77 28,4 4,5 INTA IF-538 8,27 1,88 26,45 3,3
INTA IF-536 6,16 1,88 26,5 3,7 INTA IF-538 7,07 1,61 30,43 4,35
INTA IF-536 6,9 2,74 25,8 2,5 INTA IF-538 5,92 2,07 21,74 2,17
INTA IF-536 5,34 2,6 28,1 2,1 INTA IF-538 9,75 2,35 26,2 3,2
INTA IF-536 9,59 2,76 INTA IF-538 6,65 2,52
INTA IF-536 10,5 2,97 INTA IF-538 7,69 1,29
INTA IF-536 7,8 3,61 INTA IF-538 9,13 2,52
INTA IF-536 7,98 3,49 INTA IF-538 6,4 2,33
INTA IF-536 9,23 2,97 INTA IF-538 4,79 1,88
INTA IF-536 9,83 3,04 INTA IF-538 4,65 1,61
INTA IF-536 5,81 3,18 INTA IF-538 8,97 1,61
INTA IF-536 6,12 2,6 INTA IF-538 9,62 2,88
INTA IF-536 7,08 2,6 INTA IF-538 7,1 2,46
INTA IF-536 11,4 2,97 INTA IF-538 7,87 2,35
INTA IF-536 6,84 2,52 INTA IF-538 6,98 2,07
INTA IF-536 571 2,52 INTA IF-538 5,92 2,52
INTA IF-536 5,81 2,97 INTA IF-538 541 2,04
INTA IF-536 6,2 2,9 INTA IF-538 6,89 2,97
INTA IF-536 6,84 2,8 INTA IF-538 7,28 2,28
INTA IF-559 6,4 2,88 INTA IF-566 8,61 3,61
INTA IF-559 5,89 2,28 INTA IF-566 8,41 4,65
INTA IF-559 5,49 3,56 INTA IF-566 11,22 4,65
INTA IF-559 8,68 2,76 INTA IF-566 6,71 4,1
INTA IF-559 4,93 1,64 INTA IF-566 9,57 4,91
INTA IF-559 4,91 1,93 INTA IF-566 7,75 2,92
INTA IF-559 6,14 1,61 INTA IF-566 4,65 2,76
INTA IF-559 6,58 1,88 INTA IF-566 7,25 3,94
INTA IF-559 6,36 2,33 INTA IF-566 6,45 3,55
INTA IF-559 9 2,16 INTA IF-566 6,84 3,88
INTA IF-559 4,49 2,6 INTA IF-566 4,93 3,37
INTA IF-559 4,79 2,88 INTA IF-566 6,4 3,43
INTA IF-559 4,62 2,66 INTA IF-566 10,45 3,56
INTA IF-559 6,2 2,76 INTA IF-566 5,21 3,32
INTA IF-559 5,63 2,28 INTA IF-566 7,31 3,19
INTA IF-559 5,16 1,64 INTA IF-566 10,29 3,9
INTA IF-559 52 2,28 INTA IF-566 10,84 3,18
INTA IF-559 6,4 1,61 INTA IF-566 10,97 4,04
INTA IF-559 5,49 1,61 INTA IF-566 9,08 3,56
INTA IF-559 4,53 2,77 INTA IF-566 10,73 3,76
INTA IF-559 5,37 2,07 INTA IF-566 8,12 3,37
INTA IF-559 8,06 2,66 INTA IF-566 8,06 2,6
INTA IF-559 58 2,26 INTA IF-566 6,23 4,04
INTA IF-559 51 1,74 INTA IF-566 8,51 3,19
INTA IF-559 5,2 2,92 INTA IF-566 8,51 2,97
INTA IF-567 9,03 3,37 INTA IF-569 13,54 2,9
INTA IF-567 7,35 2,74 INTA IF-569 7,85 2,6
INTA IF-567 6,4 2,33 INTA IF-569 9,75 2,97
INTA IF-567 6,89 3,24 INTA IF-569 9,04 2,76
INTA IF-567 7,98 2,97 INTA IF-569 10,1 3,29
INTA IF-567 5,84 2,97 INTA IF-569 10,12 3,06
INTA IF-567 6,14 2,6 INTA IF-569 6,8 3,32
INTA IF-567 6,39 2,77 INTA IF-569 9,1 2,97
INTA IF-567 5,95 2,28 INTA IF-569 6,2 3,19
INTA IF-567 8,41 2,52 INTA IF-569 15 3,18
INTA IF-567 6,71 2,07 INTA IF-569 7,67 3,32
INTA IF-567 6,35 2,46 INTA IF-569 8,77 3,68
INTA IF-567 7,37 2,6 INTA IF-569 7,53 2,97
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INTA IF-567 7,07 2,33 INTA IF-569 8,06 2,97
INTA IF-567 5,77 3,04 INTA IF-569 8,86 2,97
INTA IF-567 11,69 2,92 INTA IF-569 8,06 3,19
INTA IF-567 5,29 2,52 INTA IF-569 7,42 2,6
INTA IF-567 7,45 2,76 INTA IF-569 8,67 3,04
INTA IF-567 7,31 2,52 INTA IF-569 7,31 2,52
INTA IF-567 8,68 3,04 INTA IF-569 7,12 2,92
INTA IF-567 9,31 2,6 INTA IF-569 8,06 2,66
INTA IF-567 8,07 1,93 INTA IF-569 11,69 3,29
INTA IF-567 6,26 2,33 INTA IF-569 8,08 3,32
INTA IF-567 5,49 2,28 INTA IF-569 8,12 2,58
INTA IF-567 5,89 2,66 INTA IF-569 8,39 3,32
INTA IF-577 10,81 4,49
INTA IF-577 8,59 3,76
INTA IF-577 8,09 2,92
INTA IF-577 8,61 3,92
INTA IF-577 10,45 4,56
INTA IF-577 7,31 4,1
INTA IF-577 8,22 3,68
INTA IF-577 7,21 3,94
INTA IF-577 12,09 3,92
INTA IF-577 10,34 4,2
INTA IF-577 12,27 3,88
INTA IF-577 13,61 4,79
INTA IF-577 9,37 4,34
INTA IF-577 9,75 4,34
INTA IF-577 7,75 3,19
INTA IF-577 12,34 3,29
INTA IF-577 8,86 2,6
INTA IF-577 7,85 2,28
INTA IF-577 11,63 3,92
INTA IF-577 7,75 3,87
INTA IF-577 7,16 4,79
INTA IF-577 9,09 4,19
INTA IF-577 9,37 2,92
INTA IF-577 7,36 3,49
INTA IF-577 11,08 3,92

6.2.Agresividad de aislados de Fusarium en variedades de calibrachoa. Ensayos 1, 2 y 3.

Aislado Variedad  Repeticion Peso seco raiz (mg) Peso seco tallo (mg) Escala aérea (grados) Escala raiz (grados)
Testigo INTA06575 1 61 412 0 1
Testigo INTA06575 2 75 848 0
Testigo INTA06575 3 172 548 0 3
Testigo OVERA 1 318 1220 0 1
Testigo OVERA 2 308 598 0 1
Testigo OVERA 3 195 995 0 3
Testigo PAMPA 1 216 674 0 3
Testigo PAMPA 2 254 600 0 3
Testigo PAMPA 3 215 790 0 3
INTA IF-534  INTA06575 1 179 885 2 4
INTA IF-534  INTA06575 2 302 1074 2 3
INTAIF-534  INTA06575 3 150 821 2 4
INTA IF-534 OVERA 1 435 847 3 3
INTA IF-534 OVERA 2 213 940 2 3
INTA IF-534 OVERA 3 172 910 1 3
INTA IF-534 PAMPA 1 153 1060 0 2
INTA IF-534 PAMPA 2 330 1013 2 2
INTA IF-534 PAMPA 3 415 799 0 2
INTAIF-535  INTA06575 1 245 950 0 2
INTAIF-535  INTA06575 2 408 136 1 2
INTAIF-535  INTA06575 3 329 1051 1 1
INTA IF-535 OVERA 1 149 818 2 4
INTA IF-535 OVERA 2 251 1011 1 2
INTA IF-535 OVERA 3 243 899 2 3
INTA IF-535 PAMPA 1 325 683 0 3
INTA IF-535 PAMPA 2 333 858 0 2
INTA IF-535 PAMPA 3 378 742 0 2
INTAIF-536  INTA06575 1 226 1042 2 2
INTAIF-536  INTA06575 2 218 1047 2 3
INTAIF-536  INTA06575 3 252 1109 0 1
INTA IF-536 OVERA 1 311 943 1 1
INTA IF-536 OVERA 2 352 1386 1 1
INTA IF-536 OVERA 3 162 923 4 4
INTA IF-536 PAMPA 1 303 633 0 1
INTA IF-536 PAMPA 2 538 968 0 1
INTA IF-536 PAMPA 3 438 770 0 2
INTA IF-538  INTA06575 1 58 940 1 5
INTAIF-538  INTA06575 2 170 910 1 3
INTAIF-538  INTA06575 3 192 954 2 2
INTA [F-538 OVERA 1 271 1095 4 3
INTA IF-538 OVERA 2 203 960 4 4
INTA [F-538 OVERA 3 322 966 2 2
INTA IF-538 PAMPA 1 370 789 0 1
INTA [F-538 PAMPA 2 494 1124 0 1
INTA IF-538 PAMPA 3 281 593 0 1
INTA IF-559  INTA06575 1 347 1315 0 2
INTAIF-559  INTA06575 2 177 1083 0 3
INTA IF-559  INTA06575 3 33 207 1 3
INTA IF-559 OVERA 1 245 1162 2 3
INTA IF-559 OVERA 2 220 943 2 3
INTA IF-559 OVERA 3 235 1041 3 2
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INTA IF-559 PAMPA 1 302 829 2 1
INTA IF-559 PAMPA 2 313 821 0 2
INTA IF-559 PAMPA 3 291 862 1 1
INTAIF-566  INTA06575 1 313 1094 2 1
INTAIF-566  INTA06575 2 3 488 5 5
INTAIF-566  INTA06575 3 297 955 1 2
INTA IF-566 OVERA 1 230 1003 1 1
INTA IF-566 OVERA 2 400 1110 2 2
INTA IF-566 OVERA 3 363 1109 0 1
INTA IF-566 PAMPA 1 281 857 0 2
INTA IF-566 PAMPA 2 386 661 0 2
INTA IF-566 PAMPA 3 328 818 1 2
INTA IF-567  INTA06575 1 98 945 5 4
INTAIF-567  INTA06575 2 205 906 2 3
INTA IF-567  INTA06575 3 88 1064 0 4
INTA IF-567 OVERA 1 375 1183 3 1
INTA IF-567 OVERA 2 220 978 3 3
INTA IF-567 OVERA 3 220 1220 3 4
INTA IF-567 PAMPA 1 400 1069 2 2
INTA IF-567 PAMPA 2 304 915 0 3
INTA IF-567 PAMPA 3 312 1045 0 2
INTAIF-569  INTA06575 1 152 955 5 4
INTAIF-569  INTA06575 2 32 243 5 3
INTAIF-569  INTA06575 3 19 286 5 4
INTA IF-569 OVERA 1 275 1074 2 3
INTA IF-569 OVERA 2 229 980 2 3
INTA IF-569 OVERA 3 188 1139 4 2
INTA IF-569 PAMPA 1 250 620 0 1
INTA IF-569 PAMPA 2 303 870 0 2
INTA IF-569 PAMPA 3 281 920 0 2
INTAIF-577  INTA06575 1 28 476 4 4
INTA IF-577  INTA06575 2 60 322 5 3
INTAIF-577  INTA06575 3 64 285 5 4
INTA IF-577 OVERA 1 236 1065 3 1
INTA IF-577 OVERA 2 316 1223 0 1
INTA IF-577 OVERA 3 233 1229 2 1
INTA IF-577 PAMPA 1 159 620 0 4
INTA IF-577 PAMPA 2 387 933 4 2
INTA [F-577 PAMPA 3 310 843 0 1
Aislado  Variedad  Repeticion Peso seco raiz (mg) Peso seco tallo (mg) Escala aérea (grados) Escala raiz (grados)
Testigo  INTA06575 1 10 59 5 3
Testigo  INTA06575 2 22 106 2 2
Testigo  INTA06575 3 18 134 1 2
Testigo  INTA06575 4 19 68 1 2
Testigo  INTA06575 5 35 134 1 1
Testigo  INTA06575 6 20 94 1 2
Testigo  INTA06575 7 2 40 1 2
Testigo  INTA06575 8 39 149 1 2
Testigo  INTA06575 9 25 108 1 2
Testigo  INTA06575 10 23 125 1 2
Testigo  INTA06575 11 32 124 0 2
Testigo  INTA06575 12 20 84 0 2
Testigo  INTA06575 13 35 188 1 2
Testigo  INTA06575 14 29 178 0 2
Testigo  INTA06575 15 37 134 0 2
Testigo  INTA06575 16 36 249 0 2
Testigo  INTA06575 17 42 224 2 3
Testigo  INTA06575 18 2 39 0 2
Testigo  INTA06575 19 37 222 1 3
Testigo  INTA06575 20 15 94 0 2
Testigo  INTA06575 21 31 147 0 3
Testigo  INTA06575 22 30 169 0 3
Testigo  INTA06575 23 10 97 0 2
Testigo  INTA06575 24 22 139 0 2
Testigo  INTA06575 25 24 169 0 2
Testigo  INTA06575 26 24 137 0 2
Testigo  INTA06575 27 20 119 0 2
Testigo  INTA06575 28 38 184 0 2
Testigo  INTA06575 29 32 191 1 2
Testigo  INTA06575 30 23 156 0 2
Testigo OVERA 1 21 54 2 2
Testigo OVERA 2 0 22 5 3
Testigo OVERA 3 4 25 5 3
Testigo OVERA 4 0 29 5 3
Testigo OVERA 5 8 54 5 3
Testigo OVERA 6 0 15 4 3
Testigo OVERA 7 0 25 5 4
Testigo OVERA 8 5 43 5 3
Testigo OVERA 9 7 39 5 3
Testigo OVERA 10 8 78 2 3
Testigo OVERA 11 12 79 3 3
Testigo OVERA 12 4 39 4 2
Testigo OVERA 13 5 24 4 4
Testigo OVERA 14 3 47 5 4
Testigo OVERA 15 3 38 5 3
Testigo OVERA 16 0 64 5 3
Testigo OVERA 17 0 41 5 3
Testigo OVERA 18 0 42 4 4
Testigo OVERA 19 17 52 5 4
Testigo OVERA 20 12 54 5 4
Testigo OVERA 21 9 74 2 3
Testigo OVERA 22 9 45 3 3
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Testigo  OVERA 23 10 37 2 2
Testigo  OVERA 24 20 74 4 2
Testigo  OVERA 25 0 62 5 3
Testigo ~ OVERA 26 5 46 5 2
Testigo  OVERA 27 0 74 5 4
Testigo ~ OVERA 28 6 39 5 3
Testigo  OVERA 29 3 42 5 4
Testigo  OVERA 30 0 45 5 3
Testigo  PAMPA 1 6 71 5 2
Testigo  PAMPA 2 3 48 2 3
Testigo  PAMPA 3 20 79 0 2
Testigo  PAMPA 4 24 117 0 1
Testigo  PAMPA 5 29 107 1 1
Testigo  PAMPA 6 25 %2 0 2
Testigo  PAMPA 7 20 79 0 2
Testigo  PAMPA 8 27 117 0 2
Testigo  PAMPA 9 14 107 0 2
Testigo  PAMPA 10 8 53 5 3
Testigo  PAMPA 11 16 60 0 2
Testigo  PAMPA 12 15 56 0 2
Testigo  PAMPA 13 12 70 1 2
Testigo  PAMPA 14 17 89 0 1
Testigo  PAMPA 15 2 29 5 3
Testigo  PAMPA 16 7 74 5 3
Testigo  PAMPA 17 18 90 2 2
Testigo  PAMPA 18 8 53 0 2
Testigo  PAMPA 19 11 65 5 3
Testigo  PAMPA 20 9 68 1 3
Testigo  PAMPA 21 22 72 5 2
Testigo  PAMPA 22 7 63 0 3
Testigo  PAMPA 23 10 45 3 2
Testigo  PAMPA 24 16 61 0 2
Testigo  PAMPA 25 18 83 0 2
Testigo  PAMPA 26 7 74 0 3
Testigo  PAMPA 27 9 99 2 3
Testigo  PAMPA 28 16 99 1 3
Testigo  PAMPA 29 17 105 2 3
Testigo  PAMPA 30 27 130 0 1
534 INTA06575 1 15 113 3 3
534 INTA06575 2 11 90 3 3
534 INTA06575 3 29 199 3 2
534  INTA06575 4 27 134 3 3
534 INTA06575 5 20 132 3 2
534 INTA06575 6 10 104 4 3
534 INTA06575 7 19 150 3 2
534 INTA06575 8 12 150 3 3
534 INTA06575 9 47 205 3 2
534 INTA06575 10 60 150 3 1
534 INTA06575 11 8 97 4 3
534 INTA06575 12 22 111 4 3
534 INTAO6575 13 16 119 3 3
534 INTA06575 14 26 119 3 3
534 INTAO6575 15 28 129 2 3
534 INTAO6575 16 31 182 3 2
534 INTAO6575 17 34 125 2 2
534 INTAO6575 18 36 98 2 2
534 INTAO6575 19 49 174 2 1
534 INTA06575 20 26 127 2 3
534 INTAO6575 21 21 148 3 2
534 INTA06575 22 27 124 3 2
534 INTAO6575 23 14 95 2 3
534 INTA06575 24 29 150 2 3
534 INTA06575 25 24 131 2 3
534 INTA06575 26 19 168 3 3
534 INTAO6575 27 32 135 3 3
534 INTA06575 28 22 130 2 3
534 INTA06575 29 28 171 3 2
534 INTAO6575 30 32 139 2 2
534 OVERA 1 4 22 5 3
534 OVERA 2 5 21 5 3
534 OVERA 3 0 24 5 4
534 OVERA 4 6 46 5 3
534 OVERA 5 3 44 5 3
534 OVERA 6 2 22 5 4
534 OVERA 7 13 39 5 3
534 OVERA 8 0 13 5 4
534 OVERA 9 7 48 5 2
534 OVERA 10 0 17 5 4
534 OVERA 11 3 24 5 3
534 OVERA 12 5 72 5 3
534 OVERA 13 0 12 5 4
534 OVERA 14 0 7 5 4
534 OVERA 15 0 17 5 4
534 OVERA 16 0 18 5 4
534 OVERA 17 2 21 5 4
534 OVERA 18 0 16 5 4
534 OVERA 19 0 42 5 4
534 OVERA 20 0 50 5 4
534 OVERA 21 12 26 5 3
534 OVERA 22 4 37 5 3
534 OVERA 23 2 44 5 3
534 OVERA 24 4 46 5 4
534 OVERA 25 0 18 5 4
534 OVERA 26 7 32 5 4
534 OVERA 27 0 49 5 4

238



534 OVERA 28 0 45 5 4
534 OVERA 29 0 39 5 4
534 OVERA 30 0 0 5 3
534 PAMPA 1 9 39 5 3
534 PAMPA 2 9 63 5 3
534 PAMPA 3 8 101 4 3
534 PAMPA 4 14 131 4 2
534 PAMPA 5 9 104 3 3
534 PAMPA 6 24 78 5 1
534 PAMPA 7 14 106 3 3
534 PAMPA 8 28 119 2 1
534 PAMPA 9 18 86 3 2
534 PAMPA 10 11 71 5 3
534 PAMPA 11 9 70 4 3
534 PAMPA 12 14 73 4 2
534 PAMPA 13 13 103 3 2
534 PAMPA 14 22 88 2 2
534 PAMPA 15 15 79 2 3
534 PAMPA 16 9 69 5 3
534 PAMPA 17 23 90 2 2
534 PAMPA 18 31 81 2 2
534 PAMPA 19 10 80 4 3
534 PAMPA 20 11 94 5 3
534 PAMPA 21 15 106 3 3
534 PAMPA 22 10 99 5 3
534 PAMPA 23 21 142 2 3
534 PAMPA 24 19 100 2 3
534 PAMPA 25 16 131 2 3
534 PAMPA 26 7 141 5 3
534 PAMPA 27 25 108 2 2
534 PAMPA 28 14 132 4 3
534 PAMPA 29 13 135 5 3
534 PAMPA 30 10 139 5 3
535 INTA06575 1 9 128 4 3
535 INTA06575 2 4 103 4 4
535 INTA06575 3 20 81 4 3
535 INTA06575 4 9 117 3 2
535 INTA06575 5 22 99 3 3
535 INTA06575 6 15 115 4 3
535 INTA06575 7 17 84 4 3
535 INTA06575 8 13 90 3 3
535 INTA06575 9 9 95 4 3
535 INTA06575 10 21 128 3 3
535 INTA06575 11 12 44 4 3
535 INTA06575 12 18 150 4 2
535 INTA06575 13 34 143 4 2
535 INTA06575 14 12 107 3 3
535 INTA06575 15 22 94 4 3
535 INTA06575 16 17 97 3 3
535 INTA06575 17 29 86 4 3
535 INTA06575 18 12 64 4 3
535 INTA06575 19 16 81 3 3
535 INTA06575 20 12 85 3 3
535 INTA06575 21 19 142 3 3
535 INTA06575 22 18 117 3 3
535 INTA06575 23 9 65 4 3
535 INTA06575 24 15 99 4 3
535 INTA06575 25 15 113 3 3
535 INTA06575 26 17 125 3 3
535 INTA06575 27 14 108 3 3
535 INTA06575 28 24 82 3 3
535 INTA06575 29 14 82 3 3
535 INTA06575 30 14 108 3 3
535 OVERA 1 0 40 5 4
535 OVERA 2 4 54 5 4
535 OVERA 3 0 41 5 4
535 OVERA 4 10 50 5 2
535 OVERA 5 0 54 5 3
535 OVERA 6 4 59 5 3
535 OVERA 7 3 54 5 4
535 OVERA 8 0 52 5 4
535 OVERA 9 17 51 5 2
535 OVERA 10 3 55 5 3
535 OVERA 11 0 55 5 3
535 OVERA 12 0 67 5 4
535 OVERA 13 0 41 5 4
535 OVERA 14 0 22 5 4
535 OVERA 15 0 38 5 4
535 OVERA 16 0 50 5 3
535 OVERA 17 0 65 5 4
535 OVERA 18 0 17 5 4
535 OVERA 19 0 58 5 4
535 OVERA 20 5 62 5 4
535 OVERA 21 0 29 5 4
535 OVERA 22 1 48 5 3
535 OVERA 23 0 32 5 4
535 OVERA 24 0 54 5 4
535 OVERA 25 0 54 5 4
535 OVERA 26 0 54 5 4
535 OVERA 27 0 50 5 3
535 OVERA 28 2 53 5 4
535 OVERA 29 0 0 5 4
535 OVERA 30 0 0 5 3
535 PAMPA 1 0 64 5 4
535 PAMPA 2 5 92 5 3
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535 PAMPA 3 15 56 3 3
535 PAMPA 4 5 69 4 3
535 PAMPA 5 2 65 4 3
535 PAMPA 6 15 83 4 2
535 PAMPA 7 4 38 5 3
535 PAMPA 8 18 62 4 2
535 PAMPA 9 6 105 3 3
535 PAMPA 10 7 77 5 3
535 PAMPA 11 3 79 5 3
535 PAMPA 12 18 134 5 3
535 PAMPA 13 14 100 3 3
535 PAMPA 14 18 72 2 3
535 PAMPA 15 5 94 5 3
535 PAMPA 16 7 101 3 2
535 PAMPA 17 19 108 4 3
535 PAMPA 18 16 134 2 3
535 PAMPA 19 12 95 2 2
535 PAMPA 20 3 53 2 3
535 PAMPA 21 24 65 5 3
535 PAMPA 22 9 106 2 2
535 PAMPA 23 11 97 5 3
535 PAMPA 24 15 75 3 3
535 PAMPA 25 0 112 3 2
535 PAMPA 26 17 100 3 2
535 PAMPA 27 10 94 4 2
535 PAMPA 28 2 73 5 3
535 PAMPA 29 13 92 3 3
535 PAMPA 30 4 62 4 3
536 INTA06575 1 9 124 4 3
536 INTAO6575 2 5 101 4 3
536 INTA06575 3 3 139 5 3
536 INTA06575 4 4 136 5 3
536 INTA06575 5 9 104 5 3
536 INTA06575 6 15 169 3 2
536 INTA06575 7 7 194 4 3
536 INTA06575 8 8 148 4 3
536 INTA06575 9 4 112 4 3
536 INTA06575 10 15 140 5 3
536 INTA06575 11 7 38 5 3
536 INTAO6575 12 7 178 4 3
536 INTA06575 13 10 129 4 3
536 INTA06575 14 9 121 5 4
536 INTA06575 15 11 % 4 3
536 INTAO6575 16 5 120 5 3
536 INTA06575 17 0 28 5 4
536 INTA06575 18 10 136 4 3
536 INTA06575 19 10 118 4 3
536 INTAO6575 20 5 110 4 3
536 INTA06575 21 3 91 4 3
536 INTA06575 22 7 109 5 3
536 INTA06575 23 13 166 4 3
536 INTA06575 24 15 155 3 3
536 INTA06575 25 5 120 4 3
536 INTAO6575 26 9 190 4 3
536 INTA06575 27 8 137 4 3
536 INTAO6575 28 22 150 3 3
536 INTA06575 29 33 167 3 2
536 INTAO6575 30 24 133 4 2
536 OVERA 1 0 37 5 4
536 OVERA 2 3 50 5 4
536 OVERA 3 0 30 5 4
536 OVERA 4 0 31 5 4
536 OVERA 5 0 60 5 4
536 OVERA 6 0 43 5 4
536 OVERA 7 0 65 5 4
536 OVERA 8 0 29 5 4
536 OVERA 9 0 37 5 4
536 OVERA 10 0 22 5 4
536 OVERA 11 2 22 5 4
536 OVERA 12 0 12 5 4
536 OVERA 13 2 25 5 4
536 OVERA 14 4 28 5 4
536 OVERA 15 0 11 5 4
536 OVERA 16 0 14 5 4
536 OVERA 17 0 16 5 4
536 OVERA 18 0 17 5 4
536 OVERA 19 2 25 5 4
536 OVERA 20 0 26 5 4
536 OVERA 21 0 7 5 4
536 OVERA 22 0 19 5 4
536 OVERA 23 0 7 5 4
536 OVERA 24 0 12 5 4
536 OVERA 25 0 42 5 4
536 OVERA 26 0 34 5 4
536 OVERA 27 0 48 5 4
536 OVERA 28 0 29 5 4
536 OVERA 29 0 0 5 4
536 OVERA 30 0 0 5 4
536 PAMPA 1 9 109 5 3
536 PAMPA 2 7 El) 5 3
536 PAMPA 3 6 108 5 3
536 PAMPA 4 3 63 5 3
536 PAMPA 5 5 75 5 3
536 PAMPA 6 7 87 5 3
536 PAMPA 7 3 60 5 3
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536 PAMPA 8 5 131 5 3
536 PAMPA 9 7 85 5 3
536 PAMPA 10 5 51 5 3
536 PAMPA 11 5 74 5 3
536 PAMPA 12 5 39 5 3
536 PAMPA 13 3 105 5 3
536 PAMPA 14 5 60 5 3
536 PAMPA 15 9 104 5 3
536 PAMPA 16 7 112 5 3
536 PAMPA 17 9 53 5 3
536 PAMPA 18 5 101 5 3
536 PAMPA 19 11 124 3 3
536 PAMPA 20 9 72 5 3
536 PAMPA 21 14 121 5 2
536 PAMPA 22 8 91 5 3
536 PAMPA 23 5 104 3 3
536 PAMPA 24 3 92 5 3
536 PAMPA 25 4 113 5 3
536 PAMPA 26 5 65 5 3
536 PAMPA 27 6 82 5 3
536 PAMPA 28 5 86 3 3
536 PAMPA 29 6 72 5 3
536 PAMPA 30 25 139 2 3
538 INTA06575 1 27 152 3 2
538 INTA06575 2 31 185 2 2
538 INTA06575 3 22 162 2 2
538 INTA06575 4 21 170 2 2
538 INTA06575 5 19 116 2 2
538 INTA06575 6 28 153 2 2
538 INTA06575 7 33 195 3 2
538 INTA06575 8 12 157 2 3
538 INTA06575 9 10 176 2 3
538 INTA06575 10 22 182 2 3
538 INTA06575 11 34 225 3 2
538 INTA06575 12 20 118 3 2
538 INTA06575 13 17 74 2 2
538 INTA06575 14 9 86 2 2
538 INTA06575 15 31 130 2 3
538 INTA06575 16 26 174 2 2
538 INTA06575 17 21 156 2 2
538 INTA06575 18 22 127 2 2
538 INTA06575 19 25 137 2 2
538 INTA06575 20 17 162 3 2
538 INTA06575 21 31 129 2 1
538 INTA06575 22 32 119 2 2
538 INTA06575 23 26 94 2 2
538 INTA06575 24 27 120 2 2
538 INTA06575 25 37 198 2 2
538 INTA06575 26 25 135 2 2
538 INTA06575 27 52 253 2 1
538 INTA06575 28 40 136 2 2
538 INTA06575 29 15 91 2 2
538 INTA06575 30 26 182 2 2
538 OVERA 1 0 24 5 4
538 OVERA 2 5 43 5 4
538 OVERA 3 5 61 5 3
538 OVERA 4 0 34 5 4
538 OVERA 5 0 41 5 4
538 OVERA 6 0 54 5 4
538 OVERA 7 2 29 0 1
538 OVERA 8 7 60 5 3
538 OVERA 9 3 50 5 3
538 OVERA 10 0 29 5 4
538 OVERA 11 3 52 5 3
538 OVERA 12 0 19 5 4
538 OVERA 13 0 10 5 4
538 OVERA 14 0 12 5 3
538 OVERA 15 4 18 5 4
538 OVERA 16 0 7 5 4
538 OVERA 17 0 17 5 4
538 OVERA 18 0 24 5 4
538 OVERA 19 0 30 5 4
538 OVERA 20 3 33 5 4
538 OVERA 21 29 23 5 1
538 OVERA 22 14 67 5 2
538 OVERA 23 0 19 5 4
538 OVERA 24 0 3 5 4
538 OVERA 25 0 8 5 4
538 OVERA 26 0 29 5 4
538 OVERA 27 0 25 5 3
538 OVERA 28 0 25 5 4
538 OVERA 29 0 21 5 4
538 OVERA 30 0 10 5 4
538 PAMPA 1 5 58 5 3
538 PAMPA 2 8 110 4 3
538 PAMPA 3 7 129 3 3
538 PAMPA 4 7 78 5 3
538 PAMPA 5 2 83 5 3
538 PAMPA 6 9 63 5 3
538 PAMPA 7 7 96 5 3
538 PAMPA 8 7 50 5 3
538 PAMPA 9 7 102 5 3
538 PAMPA 10 7 91 4 3
538 PAMPA 11 7 106 4 3
538 PAMPA 12 7 99 2 2
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538 PAMPA 13 9 85 3 3
538 PAMPA 14 6 83 3 3
538 PAMPA 15 7 94 3 3
538 PAMPA 16 7 86 3 3
538 PAMPA 17 5 50 5 3
538 PAMPA 18 24 96 2 2
538 PAMPA 19 5 58 5 3
538 PAMPA 20 7 125 5 3
538 PAMPA 21 4 62 4 3
538 PAMPA 22 22 118 2 2
538 PAMPA 23 25 103 3 2
538 PAMPA 24 20 135 2 2
538 PAMPA 25 17 57 2 2
538 PAMPA 26 24 147 2 2
538 PAMPA 27 20 70 2 2
538 PAMPA 28 3 55 3 3
538 PAMPA 29 920 78 3 3
538 PAMPA 30 11 135 3 3
559 INTA06575 1 29 192 0 2
559 INTA06575 2 30 175 2 2
559 INTA06575 3 20 178 2 2
559 INTA06575 4 5 117 1 3
559 INTA06575 5 27 182 1 2
559 INTA06575 6 23 145 1 2
559 INTA06575 7 11 175 2 3
559 INTA06575 8 17 159 1 2
559 INTA06575 9 39 208 1 1
559 INTA06575 10 13 122 1 2
559 INTA06575 11 13 89 2 3
559 INTA06575 12 17 142 2 3
559 INTA06575 13 19 144 2 2
559 INTA06575 14 17 152 2 2
559 INTA06575 15 28 200 2 2
559 INTA06575 16 13 150 2 3
559 INTA06575 17 13 111 2 3
559 INTA06575 18 17 129 2 2
559 INTA06575 19 25 163 2 2
559 INTA06575 20 18 132 2 2
559 INTA06575 21 42 154 2 1
559 INTA06575 22 31 233 2 2
559 INTA06575 23 33 316 2 1
559 INTA06575 24 19 203 2 3
559 INTA06575 25 14 198 2 3
559 INTA06575 26 4 152 2 3
559 INTA06575 27 18 183 2 2
559 INTA06575 28 9 123 2 3
559 INTA06575 29 21 156 2 3
559 INTA06575 30 22 158 2 3
559 OVERA 1 5 37 2 3
559 OVERA 2 14 44 5 3
559 OVERA 3 8 50 4 3
559 OVERA 4 8 53 5 4
559 OVERA 5 2 45 5 2
559 OVERA 6 9 73 4 2
559 OVERA 7 12 66 4 2
559 OVERA 8 4 38 4 3
559 OVERA 9 5 36 0 4
559 OVERA 10 9 54 5 3
559 OVERA 11 8 32 5 3
559 OVERA 12 0 27 2 4
559 OVERA 13 0 9 5 4
559 OVERA 14 3 49 5 3
559 OVERA 15 0 14 5 4
559 OVERA 16 0 14 5 3
559 OVERA 17 7 37 5 3
559 OVERA 18 4 42 5 3
559 OVERA 19 5 33 5 3
559 OVERA 20 7 32 5 3
559 OVERA 21 6 27 5 3
559 OVERA 22 1 37 5 3
559 OVERA 23 0 46 5 3
559 OVERA 24 5 70 5 4
559 OVERA 25 0 7 5 4
559 OVERA 26 2 35 5 4
559 OVERA 27 0 4 5 4
559 OVERA 28 11 28 5 3
559 OVERA 29 3 29 5 3
559 OVERA 30 0 12 5 3
559 PAMPA 1 7 100 5 3
559 PAMPA 2 22 133 3 2
559 PAMPA 3 11 112 3 3
559 PAMPA 4 7 63 5 3
559 PAMPA 5 5 75 3 3
559 PAMPA 6 7 78 4 3
559 PAMPA 7 23 140 3 2
559 PAMPA 8 4 94 4 3
559 PAMPA 9 19 129 2 2
559 PAMPA 10 3 62 5 3
559 PAMPA 11 7 70 5 3
559 PAMPA 12 5 64 2 3
559 PAMPA 13 24 124 3 2
559 PAMPA 14 10 123 3 3
559 PAMPA 15 14 160 3 3
559 PAMPA 16 18 164 2 3
559 PAMPA 17 17 93 2 3
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559 PAMPA 18 12 83 2 3
559 PAMPA 19 18 155 3 3
559 PAMPA 20 12 46 5 3
559 PAMPA 21 6 34 5 3
559 PAMPA 22 16 148 2 3
559 PAMPA 23 6 154 5 3
559 PAMPA 24 17 144 3 3
559 PAMPA 25 17 136 3 3
559 PAMPA 26 14 136 3 3
559 PAMPA 27 8 57 5 3
559 PAMPA 28 4 50 3 3
559 PAMPA 29 1 29 5 4
559 PAMPA 30 15 119 2 3
566 INTA06575 1 36 106 2 3
566 INTA06575 2 27 61 2 3
566 INTA06575 3 30 76 3 3
566 INTA06575 4 34 109 3 3
566 INTA06575 5 22 125 2 3
566 INTA06575 6 27 131 2 3
566 INTA06575 7 15 76 3 4
566 INTA06575 8 21 84 3 3
566 INTA06575 9 19 105 2 4
566 INTA06575 10 32 175 2 4
566 INTA06575 11 27 144 3 3
566 INTA06575 12 26 166 2 3
566 INTA06575 13 30 213 3 3
566 INTA06575 14 18 134 2 3
566 INTA06575 15 29 197 3 3
566 INTA06575 16 29 139 2 4
566 INTA06575 17 11 90 3 4
566 INTA06575 18 21 95 2 4
566 INTA06575 19 20 134 2 3
566 INTA06575 20 34 177 3 2
566 INTA06575 21 40 168 2 2
566 INTA06575 22 33 197 2 3
566 INTA06575 23 30 173 2 3
566 INTA06575 24 25 137 2 3
566 INTA06575 25 22 190 2 3
566 INTA06575 26 25 146 3 3
566 INTA06575 27 29 172 3 3
566 INTA06575 28 23 114 2 4
566 INTA06575 29 14 92 3 3
566 INTA06575 30 29 182 3 4
566 OVERA 1 4 34 5 4
566 OVERA 2 0 25 5 4
566 OVERA 3 0 3 5 4
566 OVERA 4 0 19 5 4
566 OVERA 5 0 20 5 4
566 OVERA 6 5 29 5 4
566 OVERA 7 3 22 5 4
566 OVERA 8 0 6 5 4
566 OVERA 9 11 43 5 3
566 OVERA 10 10 32 5 3
566 OVERA 11 0 21 5 4
566 OVERA 12 0 5 5 4
566 OVERA 13 0 33 5 4
566 OVERA 14 0 35 5 4
566 OVERA 15 0 22 5 4
566 OVERA 16 0 8 5 4
566 OVERA 17 0 26 5 4
566 OVERA 18 8 7 5 4
566 OVERA 19 10 16 5 3
566 OVERA 20 12 36 5 4
566 OVERA 21 3 11 5 4
566 OVERA 22 0 23 5 4
566 OVERA 23 11 32 5 4
566 OVERA 24 10 40 5 4
566 OVERA 25 10 5 5 4
566 OVERA 26 0 42 5 4
566 OVERA 27 14 15 4 4
566 OVERA 28 5 34 5 4
566 OVERA 29 0 0 5 4
566 OVERA 30 0 45 5 4
566 PAMPA 1 57 5 4 4
566 PAMPA 2 99 21 3 3
566 PAMPA 3 85 6 3 3
566 PAMPA 4 78 20 2 2
566 PAMPA 5 88 15 2 3
566 PAMPA 6 2 20 2 3
566 PAMPA 7 98 5 2 3
566 PAMPA 8 93 14 5 3
566 PAMPA 9 75 4 5 3
566 PAMPA 10 74 8 5 3
566 PAMPA 11 91 19 3 3
566 PAMPA 12 101 18 3 3
566 PAMPA 13 98 18 2 3
566 PAMPA 14 109 7 2 3
566 PAMPA 15 98 9 2 3
566 PAMPA 16 95 20 3 4
566 PAMPA 17 61 10 5 4
566 PAMPA 18 55 4 1 3
566 PAMPA 19 114 16 3 4
566 PAMPA 20 74 11 2 4
566 PAMPA 21 89 19 3 4
566 PAMPA 22 69 14 3 4
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566 PAMPA 23 65 14 2 4
566 PAMPA 24 71 13 2 3
566 PAMPA 25 69 12 2 3
566 PAMPA 26 53 1 2 3
566 PAMPA 27 93 9 2 4
566 PAMPA 28 68 7 3 4
566 PAMPA 29 95 18 1 4
566 PAMPA 30 54 10 2 4
567 INTA06575 1 3 157 4 4
567 INTA06575 2 8 129 4 4
567 INTA06575 3 10 123 4 4
567 INTA06575 4 8 162 4 4
567 INTA06575 5 19 171 3 4
567 INTA06575 6 14 129 3 4
567 INTA06575 7 14 154 3 3
567 INTA06575 8 13 174 3 3
567 INTA06575 9 17 106 3 3
567 INTA06575 10 18 110 3 3
567 INTA06575 11 4 103 3 4
567 INTA06575 12 10 174 3 4
567 INTA06575 13 17 144 3 3
567 INTA06575 14 18 130 3 3
567 INTA06575 15 15 107 3 3
567 INTA06575 16 19 117 3 3
567 INTA06575 17 14 170 1 4
567 INTA06575 18 21 200 2 4
567 INTA06575 19 19 138 1 4
567 INTA06575 20 19 170 2 3
567 INTA06575 21 32 141 2 3
567 INTA06575 22 44 197 1 2
567 INTA06575 23 27 174 1 3
567 INTA06575 24 29 145 2 3
567 INTA06575 25 38 175 1 4
567 INTA06575 26 13 80 1 4
567 INTA06575 27 33 163 2 2
567 INTA06575 28 22 144 1 3
567 INTA06575 29 27 127 1 3
567 INTA06575 30 19 122 2 3
567 OVERA 1 3 36 0 4
567 OVERA 2 3 36 0 4
567 OVERA 3 3 36 0 4
567 OVERA 4 14 72 3 3
567 OVERA 5 0 4 5 4
567 OVERA 6 3 36 0 4
567 OVERA 7 3 36 0 4
567 OVERA 8 0 31 5 4
567 OVERA 9 0 56 5 4
567 OVERA 10 9 89 0 3
567 OVERA 11 0 17 5 4
567 OVERA 12 1 25 5 4
567 OVERA 13 2 37 5 4
567 OVERA 14 0 25 5 4
567 OVERA 15 0 6 0 4
567 OVERA 16 1 24 5 4
567 OVERA 17 0 34 5 4
567 OVERA 18 0 31 5 4
567 OVERA 19 10 31 5 4
567 OVERA 20 0 34 4 4
567 OVERA 21 4 21 5 4
567 OVERA 22 0 89 5 4
567 OVERA 23 1 42 5 4
567 OVERA 24 7 34 5 4
567 OVERA 25 0 53 5 4
567 OVERA 26 0 16 5 4
567 OVERA 27 17 49 5 3
567 OVERA 28 1 17 5 4
567 OVERA 29 4 35 5 4
567 OVERA 30 16 38 4 4
567 PAMPA 1 9 65 5 4
567 PAMPA 2 6 117 4 4
567 PAMPA 3 10 106 5 4
567 PAMPA 4 9 73 5 4
567 PAMPA 5 10 112 5 4
567 PAMPA 6 8 122 5 4
567 PAMPA 7 12 96 3 4
567 PAMPA 8 6 97 4 4
567 PAMPA 9 6 84 4 4
567 PAMPA 10 8 56 4 4
567 PAMPA 11 6 69 5 4
567 PAMPA 12 15 98 3 3
567 PAMPA 13 10 80 5 4
567 PAMPA 14 5 69 5 4
567 PAMPA 15 11 82 3 3
567 PAMPA 16 8 117 3 4
567 PAMPA 17 9 48 1 3
567 PAMPA 18 22 88 3 4
567 PAMPA 19 9 62 3 4
567 PAMPA 20 4 48 4 4
567 PAMPA 21 5 66 5 4
567 PAMPA 22 8 62 5 4
567 PAMPA 23 17 70 3 3
567 PAMPA 24 17 101 3 3
567 PAMPA 25 7 64 5 4
567 PAMPA 26 9 66 5 4
567 PAMPA 27 2 10 2 4
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567 PAMPA 28 0 7 5 4
567 PAMPA 29 4 66 5 4
567 PAMPA 30 17 69 3 3
569  INTA06575 1 17 85 1 2
569  INTA06575 2 26 163 1 3
569  INTA06575 3 20 143 2 3
569  INTA06575 4 21 113 2 2
569  INTA06575 5 14 70 2 3
569  INTA06575 6 18 121 2 2
569  INTA06575 7 22 128 2 2
569  INTA06575 8 23 129 1 2
569  INTA06575 9 36 129 1 3
569  INTA06575 10 12 72 2 1
569  INTA06575 11 10 75 3 3
569  INTA06575 12 11 98 3 3
569  INTA06575 13 12 %2 3 3
569  INTA06575 14 11 79 3 3
569  INTA06575 15 12 122 3 3
569  INTA06575 16 22 133 3 2
569  INTA06575 17 7 102 2 3
569  INTA06575 18 17 61 2 2
569  INTA06575 19 20 138 2 2
569  INTA06575 20 11 138 2 3
569  INTA06575 21 8 73 3 3
569  INTA06575 22 13 79 3 3
569  INTA06575 23 0 39 3 4
569  INTA06575 24 7 89 2 3
569  INTA06575 25 6 85 3 3
569  INTA06575 26 9 77 2 3
569  INTAO6575 27 12 83 2 3
569  INTA06575 28 26 120 2 2
569  INTA06575 29 19 116 2 2
569  INTA06575 30 16 121 3 3
569 OVERA 1 0 20 5 4
569 OVERA 2 0 11 5 3
569 OVERA 3 3 27 5 3
569 OVERA 4 0 32 5 4
569 OVERA 5 5 30 5 3
569 OVERA 6 0 26 5 4
569 OVERA 7 2 9 0 4
569 OVERA 8 0 14 5 4
569 OVERA 9 4 21 5 4
569 OVERA 10 0 23 5 3
569 OVERA 11 3 45 5 3
569 OVERA 12 3 31 5 4
569 OVERA 13 0 11 5 4
569 OVERA 14 0 28 5 4
569 OVERA 15 0 20 5 4
569 OVERA 16 0 10 5 4
569 OVERA 17 0 16 5 4
569 OVERA 18 3 34 5 3
569 OVERA 19 5 58 5 3
569 OVERA 20 0 29 5 4
569 OVERA 21 0 24 5 4
569 OVERA 22 0 10 5 4
569 OVERA 23 0 12 5 3
569 OVERA 24 0 22 5 4
569 OVERA 25 3 49 5 3
569 OVERA 26 3 34 5 3
569 OVERA 27 7 29 5 3
569 OVERA 28 2 33 5 3
569 OVERA 29 4 a4 5 3
569 OVERA 30 9 48 5 3
569 PAMPA 1 7 79 5 3
569 PAMPA 2 16 60 1 2
569 PAMPA 3 14 % 2 2
569 PAMPA 4 11 110 5 3
569 PAMPA 5 8 133 3 2
569 PAMPA 6 14 121 5 2
569 PAMPA 7 15 158 2 2
569 PAMPA 8 17 170 2 2
569 PAMPA 9 4 92 5 3
569 PAMPA 10 9 93 3 3
569 PAMPA 11 9 108 5 3
569 PAMPA 12 7 149 4 3
569 PAMPA 13 11 106 3 2
569 PAMPA 14 24 101 4 2
569 PAMPA 15 10 123 5 2
569 PAMPA 16 11 92 4 3
569 PAMPA 17 10 110 5 2
569 PAMPA 18 17 145 2 3
569 PAMPA 19 1 76 3 2
569 PAMPA 20 3 65 5 3
569 PAMPA 21 9 170 3 3
569 PAMPA 22 18 135 3 3
569 PAMPA 23 7 83 3 2
569 PAMPA 24 8 59 2 3
569 PAMPA 25 14 68 4 3
569 PAMPA 26 20 80 2 2
569 PAMPA 27 10 84 3 3
569 PAMPA 28 8 94 4 3
569 PAMPA 29 17 110 5 3
569 PAMPA 30 10 92 4 3
577 INTA06575 1 9 100 4 4
577 INTA06575 2 11 74 3 3
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Aislado  Variedad  Repeticién Peso seco tallo (mg) Peso seco raiz (mg) Escala aérea (grados) Escala raiz (grados)
Testigo INTA06575 1 111 22 0 1
Testigo  INTA06575 2 109 4 0 5
Testigo  INTA06575 3 60 9 2 1
Testigo  INTA06575 4 47 12 0 1
Testigo  INTA06575 5 77 12 0 1
Testigo  INTA06575 6 104 17 2 1
Testigo  INTA06575 7 120 9 0 2
Testigo  INTA06575 8 66 2 0 5
Testigo  INTA06575 9 69 11 0 1
Testigo  INTA06575 10 72 12 0 1
Testigo  INTA06575 11 79 12 0 1
Testigo  INTA06575 12 131 23 0 1
Testigo  INTA06575 13 74 9 0 2
Testigo  INTA06575 14 157 24 0 1
Testigo  INTA06575 15 95 1 0 1
Testigo  INTA06575 16 65 12 0 1
Testigo  INTA06575 17 122 24 0 1
Testigo  INTA06575 18 121 10 0 5
Testigo OVERA 1 91 18 0 1
Testigo OVERA 2 50 15 0 1
Testigo OVERA 3 49 11 0 1
Testigo OVERA 4 63 8 0 2
Testigo OVERA 5 40 10 0 5
Testigo OVERA 6 60 3 0 2
Testigo OVERA 7 39 7 5 5
Testigo OVERA 8 65 13 0 1
Testigo OVERA 9 66 17 0 1
Testigo OVERA 10 0 0 0 1
Testigo OVERA 11 52 18 0 1
Testigo OVERA 12 66 14 0 1
Testigo OVERA 13 112 25 0 1
Testigo OVERA 14 52 13 0 1
Testigo OVERA 15 52 9 0 1
Testigo OVERA 16 92 21 0 1
Testigo OVERA 17 71 12 0 1
Testigo OVERA 18 124 29 0 1
Testigo PAMPA 1 75 10 0 1
Testigo PAMPA 2 77 5 0 2
Testigo PAMPA 3 98 11 0 1
Testigo PAMPA 4 48 11 0 1
Testigo PAMPA 5 78 14 0 1
Testigo PAMPA 6 104 12 0 1
Testigo PAMPA 7 103 22 0 1
Testigo PAMPA 8 72 19 0 1
Testigo PAMPA 9 74 25 0 1
Testigo PAMPA 10 79 22 0 1
Testigo PAMPA 11 61 11 0 1
Testigo PAMPA 12 74 19 0 1
Testigo PAMPA 13 57 16 0 2
Testigo PAMPA 14 104 21 0 1
Testigo PAMPA 15 53 12 0 1
Testigo PAMPA 16 48 11 0 1
Testigo PAMPA 17 80 21 0 1
Testigo PAMPA 18 69 21 0 1
534  INTA06575 1 132 15 1 4
534  INTA06575 2 97 15 0 4
534  INTA06575 3 145 18 1 5
534  INTA06575 4 89 10 0 4
534 INTA06575 5 98 0 0 5
534  INTA06575 6 107 22 0 4
534 INTA06575 7 142 24 1 1
534 INTA06575 8 99 6 0 5
534 INTA06575 9 75 20 0 2
534 INTA06575 10 49 10 5 3
534 INTA06575 11 59 13 1 5
534 INTA06575 12 102 10 0 4
534 INTA06575 13 68 8 0 4
534 INTA06575 14 36 8 0 3
534 INTA06575 15 106 12 0 3
534 INTA06575 16 75 15 0 2
534 INTA06575 17 119 16 0 3
534 INTA06575 18 57 9 0 3
534 OVERA 1 62 15 0 4
534 OVERA 2 67 14 0 4
534 OVERA 3 6 0 0 2
534 OVERA 4 108 22 0 3
534 OVERA 5 65 19 0 3
534 OVERA 6 57 17 0 4
534 OVERA 7 53 12 0 4
534 OVERA 8 42 10 5 5
534 OVERA 9 37 10 1 4
534 OVERA 10 39 6 5 4
534 OVERA 11 54 11 2 4
534 OVERA 12 17 0 1 5
534 OVERA 13 92 9 0 5
534 OVERA 14 66 1 5 5
534 OVERA 15 73 21 1 3
534 OVERA 16 20 0 1 5
534 OVERA 17 0 0 5 5
534 OVERA 18 27 7 0 5
534 PAMPA 1 91 20 0 2
534 PAMPA 2 79 19 0 2
534 PAMPA 3 81 7 0 5
534 PAMPA 4 66 23 1 2
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534 PAMPA 5 81 20 0 2
534 PAMPA 6 104 16 0 3
534 PAMPA 7 90 18 0 3
534 PAMPA 8 88 15 1 3
534 PAMPA 9 86 27 0 1
534 PAMPA 10 82 16 0 3
534 PAMPA 11 74 17 0 3
534 PAMPA 12 117 15 0 3
534 PAMPA 13 83 13 0 4
534 PAMPA 14 69 27 0 2
534 PAMPA 15 91 13 0 4
534 PAMPA 16 67 22 0 3
534 PAMPA 17 81 17 0 3
534 PAMPA 18 67 12 0 5
535 INTA06575 1 920 0 5 5
535 INTA06575 2 55 13 2 3
535 INTA06575 3 51 9 5 4
535 INTA06575 4 50 10 2 3
535 INTA06575 5 169 21 2 5
535 INTA06575 6 125 34 5 3
535 INTA06575 7 89 9 3 4
535 INTA06575 8 103 16 5 5
535 INTA06575 9 83 0 2 3
535 INTA06575 10 78 13 5 5
535 INTA06575 11 55 0 3 5
535 INTA06575 12 132 19 5 5
535 INTA06575 13 72 13 1 2
535 INTA06575 14 38 0 3 4
535 INTA06575 15 105 15 2 5
535 INTA06575 16 113 5 2 5
535 INTA06575 17 79 14 2 4
535 INTA06575 18 37 7 5 5
535 OVERA 1 19 0 5 5
535 OVERA 2 47 2 5 5
535 OVERA 3 68 6 5 5
535 OVERA 4 8 3 5 5
535 OVERA 5 73 5 5 5
535 OVERA 6 38 19 1 5
535 OVERA 7 76 25 2 4
535 OVERA 8 49 15 1 3
535 OVERA 9 62 11 5 4
535 OVERA 10 66 6 0 5
535 OVERA 11 63 18 2 5
535 OVERA 12 75 15 5 5
535 OVERA 13 69 16 0 5
535 OVERA 14 107 13 2 5
535 OVERA 15 59 0 5 5
535 OVERA 16 38 0 5 5
535 OVERA 17 66 0 3 5
535 OVERA 18 48 0 5 5
535 PAMPA 1 82 17 1 1
535 PAMPA 2 63 16 1 3
535 PAMPA 3 50 4 5 5
535 PAMPA 4 60 11 1 3
535 PAMPA 5 74 14 1 3
535 PAMPA 6 47 25 5 4
535 PAMPA 7 17 9 5 5
535 PAMPA 8 25 8 5 5
535 PAMPA 9 45 2 5 5
535 PAMPA 10 112 28 5 3
535 PAMPA 11 106 21 2 4
535 PAMPA 12 93 10 1 4
535 PAMPA 13 79 8 5 5
535 PAMPA 14 70 16 2 4
535 PAMPA 15 85 11 1 4
535 PAMPA 16 89 7 1 4
535 PAMPA 17 49 10 3 4
535 PAMPA 18 60 0 5 5
536 INTA06575 1 56 14 2 2
536 INTA06575 2 107 18 2 3
536 INTA06575 3 126 9 2 2
536 INTA06575 4 72 15 2 3
536 INTA06575 5 90 7 2 3
536 INTA06575 6 60 9 2 4
536 INTA06575 7 85 12 2 4
536 INTA06575 8 75 13 0 2
536 INTA06575 9 75 9 2 2
536 INTA06575 10 2 0 5 5
536 INTA06575 11 77 18 1 3
536 INTA06575 12 94 9 1 4
536 INTA06575 13 117 19 1 4
536 INTA06575 14 76 9 1 4
536 INTA06575 15 61 7 4 5
536 INTA06575 16 60 5 5 5
536 INTA06575 17 110 3 1 5
536 INTA06575 18 99 20 1 3
536 OVERA 1 54 4 5 5
536 OVERA 2 43 3 5 5
536 OVERA 3 105 12 5 4
536 OVERA 4 57 17 1 3
536 OVERA 5 34 10 3 4
536 OVERA 6 44 13 5 4
536 OVERA 7 72 2 5 5
536 OVERA 8 53 5 5 5
536 OVERA 9 52 0 2 5
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536 OVERA 10 38 4 5 5
536 OVERA 11 51 31 1 2
536 OVERA 12 38 14 0 4
536 OVERA 13 38 20 2 3
536 OVERA 14 40 0 5 5
536 OVERA 15 40 2 5 5
536 OVERA 16 67 27 2 2
536 OVERA 17 50 17 1 5
536 OVERA 18 26 0 5 5
536 PAMPA 1 60 16 1 4
536 PAMPA 2 46 15 1 3
536 PAMPA 3 82 17 1 2
536 PAMPA 4 119 26 2 2
536 PAMPA 5 72 21 2 2
536 PAMPA 6 67 7 1 5
536 PAMPA 7 76 9 2 3
536 PAMPA 8 102 18 5 2
536 PAMPA 9 52 12 2 2
536 PAMPA 10 29 15 0 3
536 PAMPA 11 45 14 0 3
536 PAMPA 12 57 12 0 3
536 PAMPA 13 33 15 1 3
536 PAMPA 14 121 20 1 2
536 PAMPA 15 98 12 1 2
536 PAMPA 16 69 17 2 3
536 PAMPA 17 26 0 5 5
536 PAMPA 18 74 15 1 4
538 INTA06575 1 79 5 5 5
538 INTA06575 2 63 19 2 2
538 INTA06575 3 78 0 5 5
538 INTA06575 4 49 0 5 5
538 INTA06575 5 52 21 2 2
538 INTA06575 6 67 16 2 3
538 INTA06575 7 85 0 4 5
538 INTA06575 8 84 14 1 3
538 INTA06575 9 52 0 5 5
538 INTA06575 10 59 17 1 3
538 INTA06575 11 72 7 5 4
538 INTA06575 12 80 5 5 5
538 INTA06575 13 85 5 5 5
538 INTA06575 14 72 9 2 5
538 INTA06575 15 84 19 2 3
538 INTA06575 16 80 5 3 5
538 INTA06575 17 69 0 5 5
538 INTA06575 18 89 0 1 4
538 OVERA 1 59 13 5 3
538 OVERA 2 32 0 2 5
538 OVERA 3 26 0 5 5
538 OVERA 4 28 0 5 5
538 OVERA 5 50 5 3 5
538 OVERA 6 65 12 1 4
538 OVERA 7 38 0 5 5
538 OVERA 8 83 11 1 4
538 OVERA 9 37 4 5 4
538 OVERA 10 38 5 5 5
538 OVERA 11 38 6 5 4
538 OVERA 12 83 15 1 3
538 OVERA 13 59 15 4 3
538 OVERA 14 60 17 0 3
538 OVERA 15 54 7 1 4
538 OVERA 16 50 0 5 5
538 OVERA 17 71 15 1 4
538 OVERA 18 78 11 5 4
538 PAMPA 1 83 20 2 2
538 PAMPA 2 119 17 2 2
538 PAMPA 3 67 9 2 2
538 PAMPA 4 94 17 2 2
538 PAMPA 5 66 9 2 2
538 PAMPA 6 150 20 1 1
538 PAMPA 7 37 8 2 3
538 PAMPA 8 52 17 1 2
538 PAMPA 9 37 11 0 3
538 PAMPA 10 29 0 4 5
538 PAMPA 11 50 10 1 3
538 PAMPA 12 41 21 1 2
538 PAMPA 13 104 20 2 2
538 PAMPA 14 71 12 2 2
538 PAMPA 15 46 11 2 3
538 PAMPA 16 79 13 2 3
538 PAMPA 17 48 7 4 4
538 PAMPA 18 55 15 1 3
559 INTA06575 1 71 19 1 2
559 INTA06575 2 82 11 5 5
559 INTA06575 3 74 12 5 5
559 INTA06575 4 61 0 2 2
559 INTA06575 5 78 3 5 5
559 INTA06575 6 70 0 1 3
559 INTA06575 7 47 0 5 5
559 INTA06575 8 66 0 5 5
559 INTA06575 9 59 0 5 5
559 INTA06575 10 72 0 5 5
559 INTA06575 11 82 0 5 5
559 INTA06575 12 70 17 1 3
559 INTA06575 13 59 7 1 4
559 INTA06575 14 62 8 2 4
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559 INTA06575 15 83 6 3 4
559 INTA06575 16 56 11 5 5
559 INTA06575 17 110 11 5 3
559 INTA06575 18 69 8 2 4
559 OVERA 1 73 20 5 2
559 OVERA 2 69 10 1 3
559 OVERA 3 34 0 0 5
559 OVERA 4 65 20 0 2
559 OVERA 5 76 20 0 3
559 OVERA 6 89 28 1 4
559 OVERA 7 85 21 1 2
559 OVERA 8 57 0 5 5
559 OVERA 9 77 20 0 2
559 OVERA 10 54 5 1 4
559 OVERA 11 76 9 1 2
559 OVERA 12 63 21 0 2
559 OVERA 13 115 12 0 1
559 OVERA 14 97 9 2 3
559 OVERA 15 62 7 5 5
559 OVERA 16 78 12 0 4
559 OVERA 17 36 10 1 4
559 OVERA 18 29 7 5 5
559 PAMPA 1 51 11 0 2
559 PAMPA 2 72 7 5 4
559 PAMPA 3 84 0 5 5
559 PAMPA 4 93 13 4 2
559 PAMPA 5 73 5 5 4
559 PAMPA 6 98 14 1 1
559 PAMPA 7 106 11 0 1
559 PAMPA 8 65 19 2 2
559 PAMPA 9 69 6 5 4
559 PAMPA 10 80 14 2 3
559 PAMPA 11 106 10 1 3
559 PAMPA 12 76 20 3 3
559 PAMPA 13 70 10 1 2
559 PAMPA 14 81 7 0 3
559 PAMPA 15 84 6 1 4
559 PAMPA 16 83 11 0 3
559 PAMPA 17 55 12 0 2
559 PAMPA 18 50 6 0 5
566 INTA06575 1 100 8 3 4
566 INTA06575 2 73 8 5 2
566 INTA06575 3 69 5 3 4
566 INTA06575 4 50 0 5 5
566 INTA06575 5 81 9 5 5
566 INTA06575 6 124 3 4 5
566 INTA06575 7 56 5 5 5
566 INTA06575 8 143 0 5 5
566 INTA06575 9 63 0 5 5
566 INTA06575 10 72 0 5 5
566 INTA06575 11 54 6 2 5
566 INTA06575 12 78 9 2 5
566 INTA06575 13 54 0 4 5
566 INTA06575 14 70 9 3 5
566 INTA06575 15 52 7 4 5
566 INTA06575 16 59 3 5 5
566 INTA06575 17 84 5 5 5
566 INTA06575 18 80 10 1 5
566 OVERA 1 57 0 5 5
566 OVERA 2 66 10 5 4
566 OVERA 3 78 8 5 4
566 OVERA 4 60 0 5 5
566 OVERA 5 59 0 5 4
566 OVERA 6 76 13 5 5
566 OVERA 7 74 0 5 5
566 OVERA 8 24 12 5 4
566 OVERA 9 76 0 5 5
566 OVERA 10 38 2 5 5
566 OVERA 11 85 2 5 5
566 OVERA 12 75 17 2 2
566 OVERA 13 39 0 5 5
566 OVERA 14 55 0 5 5
566 OVERA 15 57 0 5 5
566 OVERA 16 47 3 5 5
566 OVERA 17 34 10 5 2
566 OVERA 18 47 7 1 5
566 PAMPA 1 70 8 5 4
566 PAMPA 2 32 5 5 5
566 PAMPA 3 46 8 2 3
566 PAMPA 4 121 8 3 3
566 PAMPA 5 71 5 5 5
566 PAMPA 6 74 17 1 2
566 PAMPA 7 70 3 4 5
566 PAMPA 8 53 0 5 5
566 PAMPA 9 67 9 5 4
566 PAMPA 10 64 0 4 3
566 PAMPA 11 80 7 4 3
566 PAMPA 12 60 12 2 3
566 PAMPA 13 53 11 4 5
566 PAMPA 14 75 10 4 5
566 PAMPA 15 27 0 5 5
566 PAMPA 16 57 0 5 5
566 PAMPA 17 84 11 2 2
566 PAMPA 18 54 10 1 2
567 INTA06575 1 117 6 0 5
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567 INTA06575 2 65 7 1 3
567 INTA06575 3 77 5 5 5
567 INTA06575 4 99 13 3 4
567 INTA06575 5 67 0 5 5
567 INTA06575 6 121 19 2 3
567 INTA06575 7 73 10 1 4
567 INTA06575 8 929 0 2 5
567 INTA06575 9 77 7 5 5
567 INTA06575 10 97 0 5 2
567 INTA06575 11 100 7 5 5
567 INTA06575 12 920 9 2 5
567 INTA06575 13 109 10 1 5
567 INTA06575 14 89 16 2 5
567 INTA06575 15 87 12 2 3
567 INTA06575 16 88 20 1 2
567 INTA06575 17 123 13 0 1
567 INTA06575 18 92 16 0 1
567 OVERA 1 79 13 3 4
567 OVERA 2 45 9 2 5
567 OVERA 3 90 20 1 2
567 OVERA 4 87 22 0 5
567 OVERA 5 93 20 0 4
567 OVERA 6 98 26 0 3
567 OVERA 7 137 9 0 1
567 OVERA 8 62 9 0 5
567 OVERA 9 63 13 0 5
567 OVERA 10 55 0 5 2
567 OVERA 11 63 12 1 5
567 OVERA 12 65 7 1 5
567 OVERA 13 133 11 2 5
567 OVERA 14 110 8 4 4
567 OVERA 15 59 7 5 5
567 OVERA 16 31 0 5 5
567 OVERA 17 104 22 1 4
567 OVERA 18 67 0 5 5
567 PAMPA 1 48 8 0 5
567 PAMPA 2 52 14 1 2
567 PAMPA 3 64 11 1 2
567 PAMPA 4 84 11 3 3
567 PAMPA 5 93 8 2 5
567 PAMPA 6 66 10 0 2
567 PAMPA 7 88 4 4 5
567 PAMPA 8 76 4 4 5
567 PAMPA 9 39 12 1 2
567 PAMPA 10 88 8 1 5
567 PAMPA 11 91 19 1 2
567 PAMPA 12 79 12 1 2
567 PAMPA 13 93 15 1 1
567 PAMPA 14 63 10 0 5
567 PAMPA 15 62 15 0 1
567 PAMPA 16 76 10 1 5
567 PAMPA 17 121 7 1 5
567 PAMPA 18 62 0 5 5
569 INTA06575 1 105 0 4 5
569 INTA06575 2 101 12 1 4
569 INTA06575 3 72 4 5 5
569 INTA06575 4 105 0 5 5
569 INTA06575 5 63 4 5 5
569 INTA06575 6 56 2 5 5
569 INTA06575 7 48 0 5 5
569 INTA06575 8 88 0 5 5
569 INTA06575 9 69 2 5 5
569 INTA06575 10 104 11 1 5
569 INTA06575 11 69 2 5 5
569 INTA06575 12 78 3 2 5
569 INTA06575 13 102 13 1 4
569 INTA06575 14 78 12 0 4
569 INTA06575 15 92 8 0 4
569 INTA06575 16 85 13 0 4
569 INTA06575 17 69 7 0 5
569 INTA06575 18 87 10 0 5
569 OVERA 1 50 6 0 5
569 OVERA 2 55 21 1 2
569 OVERA 3 27 7 5 5
569 OVERA 4 64 25 1 3
569 OVERA 5 7 0 5 5
569 OVERA 6 81 0 5 5
569 OVERA 7 43 6 0 5
569 OVERA 8 54 7 1 4
569 OVERA 9 46 15 5 3
569 OVERA 10 59 14 1 4
569 OVERA 11 60 3 5 4
569 OVERA 12 82 11 5 4
569 OVERA 13 44 6 0 5
569 OVERA 14 92 28 1 4
569 OVERA 15 63 16 0 5
569 OVERA 16 67 48 1 4
569 OVERA 17 57 16 0 5
569 OVERA 18 66 13 5 5
569 PAMPA 1 56 10 0 2
569 PAMPA 2 70 13 1 3
569 PAMPA 3 67 10 1 3
569 PAMPA 4 39 8 1 4
569 PAMPA 5 67 5 5 4
569 PAMPA 6 69 10 1 4
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569 PAMPA 7 87 6 4 5
569 PAMPA 8 34 0 5 5
569 PAMPA 9 65 6 3 4
569 PAMPA 10 105 9 1 4
569 PAMPA 11 40 0 5 5
569 PAMPA 12 86 5 5 5
569 PAMPA 13 106 15 0 3
569 PAMPA 14 79 16 1 2
569 PAMPA 15 37 8 5 3
569 PAMPA 16 49 0 5 5
569 PAMPA 17 54 0 5 5
569 PAMPA 18 85 13 1 4
577 INTA06575 1 106 17 1 3
577 INTA06575 2 77 12 4 5
577 INTA06575 3 113 3 1 3
577 INTA06575 4 108 6 1 1
577 INTA06575 5 112 10 2 4
577 INTA06575 6 119 5 0 1
577 INTA06575 7 44 4 1 3
577 INTA06575 8 97 2 1 1
577 INTA06575 9 110 10 0 1
577 INTA06575 10 93 21 0 1
577 INTA06575 11 65 12 0 1
577 INTA06575 12 71 11 0 1
577 INTA06575 13 98 13 0 1
577 INTA06575 14 80 30 1 1
577 INTA06575 15 120 24 0 1
577 INTA06575 16 103 20 0 1
577 INTA06575 17 87 27 0 1
577 INTA06575 18 78 18 0 1
577 OVERA 1 67 19 0 1
577 OVERA 2 34 4 1 3
577 OVERA 3 80 13 0 3
577 OVERA 4 65 17 0 1
577 OVERA 5 76 16 0 1
577 OVERA 6 87 0 0 1
577 OVERA 7 38 0 0 5
577 OVERA 8 72 15 1 1
577 OVERA 9 70 10 3 3
577 OVERA 10 40 14 1 1
577 OVERA 11 121 37 0 1
577 OVERA 12 93 26 0 1
577 OVERA 13 81 32 0 1
577 OVERA 14 50 29 0 1
577 OVERA 15 45 13 1 1
577 OVERA 16 57 20 1 1
577 OVERA 17 67 8 0 1
577 OVERA 18 71 17 0 1
577 PAMPA 1 56 12 0 1
577 PAMPA 2 93 22 1 1
577 PAMPA 3 86 12 1 1
577 PAMPA 4 83 14 1 1
577 PAMPA 5 113 22 1 1
577 PAMPA 6 64 17 1 1
577 PAMPA 7 50 16 1 1
577 PAMPA 8 34 15 0 1
577 PAMPA 9 106 19 1 1
577 PAMPA 10 74 17 0 1
577 PAMPA 11 64 24 0 1
577 PAMPA 12 67 28 0 1
577 PAMPA 13 90 20 0 1
577 PAMPA 14 104 23 1 1
577 PAMPA 15 80 23 1 1
577 PAMPA 16 85 25 0 1
577 PAMPA 17 91 19 0 1
577 PAMPA 18 59 8 1 1
6.3. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp.
Trichod F R R . Ensayo 1 Ensayo 2
richoderma vs Fusarium epeticion Dia 5 - Fusarium % Inhibicién  Dia 5 - Fusarium % Inhibicién
503-535 1 19 32,1 21 23,5
503-535 2 15 44,4 15 16,7
503-535 3 19 42,4 20 9,1
503-535 4 20 35,5 20 0,0
503-535 5 18 28,0 18 14,3
503-535 6 19 36,7 18 18,2
505-535 1 13 53,6 13 23,5
505-535 2 12 55,6 15 16,7
505-535 3 14 57,6 12 45,5
505-535 4 12 61,3 10 50,0
505-535 5 12 52,0 12 42,9
505-535 6 11 63,3 12 45,5
506-535 1 13 53,6 15 32,2
506-535 2 11 59,3 13 27,8
506-535 3 13 60,6 13 40,9
506-535 4 15 51,6 14 30,0
506-535 5 14 44,0 15 28,6
506-535 6 14 53,3 14 36,4
508-535 1 13 53,6 12 29,4
508-535 2 14 48,2 13 27,8
508-535 3 14 57,6 12 45,5
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614-535 3 11 66,7 10 54,6
614-535 4 14 54,8 11 45,0
614-535 5 13 48,0 11 47,6
614-535 6 13 56,7 11 50,0
615-535 1 11 60,7 11 35,3
615-535 2 12 55,6 13 27,8
615-535 3 15 54,6 13 40,9
615-535 4 11 64,5 15 25,0
615-535 5 14 44,0 15 28,6
615-535 6 16 46,7 18 18,2
622-535 1 14 50,0 13 23,5
622-535 2 14 48,2 14 22,2
622-535 3 12 63,6 15 31,8
622-535 4 15 51,6 9 55,0
622-535 5 15 40,0 19 35,6
622-535 6 20 33,3 12 45,5
623-535 1 14 50,0 13 23,5
623-535 2 13 51,9 14 22,2
623-535 3 13 60,6 14 36,4
623-535 4 17 45,2 10 50,0
623-535 5 13 48,0 12 42,9
623-535 6 14 53,3 13 40,9
624-535 1 15 46,4 15 11,8
624-535 2 11 59,3 13 27,8
624-535 3 13 60,6 14 36,4
624-535 4 10 67,7 14 30,0
624-535 5 17 32,0 12 42,9
624-535 6 13 56,7 13 40,9
625-535 1 14 50,0 17 30,0
625-535 2 14 48,2 18 30,0
625-535 3 16 51,5 14 36,4
625-535 4 16 48,4 18 10,0
625-535 5 15 40,0 16 23,8
625-535 6 16 46,7 11 50,0
626-535 1 15 46,4 12 29,4
626-535 2 18 33,3 13 27,8
626-535 3 11 66,7 14 36,4
626-535 4 16 48,4 12 40,0
626-535 5 11 56,0 13 38,1
626-535 6 14 53,3 12 45,5
627-535 1 15 46,4 17 14,2
627-535 2 13 51,9 17 5,6
627-535 3 16 51,5 16 27,3
627-535 4 15 51,6 17 15,0
627-535 5 15 40,0 19 9,5
627-535 6 16 46,7 19 13,6
629-535 1 12 57,1 15 11,8
629-535 2 12 55,6 11 38,9
629-535 3 16 51,5 17 22,7
629-535 4 12 61,3 12 40,0
629-535 5 1 56,0 14 333
629-535 6 11 63,3 11 50,0
630-535 1 9 67,9 10 41,2
630-535 2 7 74,1 10 44,4
630-535 3 8 75,8 11 50,0
630-535 4 10 67,7 9 55,0
630-535 5 9 64,0 10 52,4
630-535 6 9 70,0 12 45,5
631-535 1 13 53,6 15 11,8
631-535 2 14 48,2 14 22,2
631-535 3 11 66,7 12 45,5
631-535 4 12 61,3 12 40,0
631-535 5 16 36,0 14 33,3
631-535 6 12 60,0 18 18,2
632-535 1 15 46,4 21 22,0
632-535 2 13 51,9 16 11,1
632-535 3 12 63,6 18 18,2
632-535 4 14 54,8 15 25,0
632-535 5 14 44,0 15 28,6
632-535 6 14 53,3 16 27,3
535 1 28 - 17 -
535 2 27 - 18 -
535 3 33 - 22 -
535 4 31 - 20 -
535 5 25 - 21 -
535 6 30 - 22 -
. . Ensayo 1 Ensayo 2
Trichoderma vs Fusarium p - - — - - —
Dia 5 - Fusarium % Inhibicién  Dia 5 - Fusarium % Inhibicién
503-536 1 14,0 26,3 16,0 26,3
503-536 2 16,0 0,0 125 0,0
503-536 3 16,0 30,4 15.5 30,4
503-536 4 15,0 40,0 15,0 40,0
505-536 1 6,5 65,8 7.5 65,8
505-536 2 8,0 50,0 9,0 50,0
505-536 3 7,0 69,6 8,0 69,6
505-536 4 6,0 76,0 6,0 76,0
506-536 1 8,0 57,9 9.5 57,9
506-536 2 8,0 50,0 10,0 50,0
506-536 3 10,0 56,5 10,0 56,5
506-536 4 7,5 70,0 8.5 70,0
508-536 1 10,0 47,4 11,0 47,4
508-536 2 10,0 37,5 10,0 37,5
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629-536 2 7,0 56,3 8,0 56,3
629-536 3 7,0 69,6 8,0 69,6
629-536 4 6,5 74,0 5,0 74,0
630-536 1 7,0 63,2 6.5 63,2
630-536 2 7,5 53,1 7.5 53,1
630-536 3 8,0 65,2 5,0 65,2
630-536 4 5,0 80,0 5,0 80,0
631-536 1 8,0 57,9 7,0 57,9
631-536 2 9,0 43,8 9.5 43,8
631-536 3 8,0 65,2 10,0 65,2
631-536 4 8,0 68,0 10,0 68,0
632-536 1 14,5 23,7 13,0 23,7
632-536 2 12,5 21,9 14,0 21,9
632-536 3 15,0 34,8 17.5 34,8
632-536 4 15,5 38,0 15,0 38,0
536 1 19,0 - 21.5 -
536 2 16,0 - 19,0 -
536 3 23,0 - 21,0 -
536 4 25,0 - 20,0 -
6.4.Colonizacidn de sustratos por Trichoderma sp.
Tratamiento Repeticion UFC/mL  Tr Repeticién UFC/mL  Tratamiento Repeticién UFC/mL
Testigo 1% 1 55000 614 5% 1 47000000 614 E 10% 1 27000000
Testigo 1% 2 52000 614 5% 2 46000000 614 E 10% 2 27000000
Testigo 1% 3 47000 614 5% 3 49000000 614 E 10% 3 29000000
Testigo 1% 4 51000 614 5% 4 47000000 614 E 10% 4 28000000
Testigo 5% 1 58000 614 10% 1 73000000 630 E 1% 1 19000000
Testigo 5% 2 67000 614 10% 2 79000000 630 E 1% 2 20000000
Testigo 5% 3 54000 614 10% 3 75000000 630 E 1% 3 21000000
Testigo 5% 4 54000 614 10% 4 76000000 630 E 1% 4 19000000
Testigo 10% 1 64000 630 1% 1 11000000 630 E 5% 1 44000000
Testigo 10% 2 59000 630 1% 2 12000000 630 E 5% 2 46000000
Testigo 10% 3 55000 630 1% 3 10000000 630 E 5% 3 39000000
Testigo 10% 4 66000 630 1% 4 11000000 630 E 5% 4 42000000
Testigo estéril 1% 1 20000 630 5% 1 50000000 630 E 10% 1 176000000
Testigo estéril 1% 2 18000 630 5% 2 44000000 630 E 10% 2 180000000
Testigo estéril 1% 3 18000 630 5% 3 46000000 630 E 10% 3 177000000
Testigo estéril 1% 4 20000 630 5% 4 47000000 630 E 10% 4 165000000
Testigo estéril 5% 1 16000 630 10% 1 62000000
Testigo estéril 5% 2 14000 630 10% 2 61000000
Testigo estéril 5% 3 17000 630 10% 3 59000000
Testigo estéril 5% 4 13000 630 10% 4 60000000
Testigo estéril 10% 1 21000 549 E 1% 1 35000000
Testigo estéril 10% 2 17000 549 E 1% 2 35000000
Testigo estéril 10% 3 15000 549 E 1% 3 36000000
Testigo estéril 10% 4 18000 549 E 1% 4 33000000
549 1% 1 68000000 549 E5% 1 62000000
549 1% 2 67000000 549 E 5% 2 63000000
549 1% 3 70000000 549 E5% 3 62000000
549 1% 4 68000000 549 E 5% 4 63000000
549 5% 1 42000000 549 E 10% 1 79000000
549 5% 2 44000000 549 E 10% 2 70000000
549 5% 3 41000000 549 E 10% 3 68000000
549 5% 4 43000000 549 E 10% 4 75000000
549 10% 1 89000000 612 E1% 1 66000000
549 10% 2 84000000 612E1% 2 64000000
549 10% 3 87000000 612 E1% 3 66000000
549 10% 4 85000000 612 E1% 4 66000000
612 1% 1 38000000 612 E5% 1 42000000
612 1% 2 36000000 612 E5% 2 41000000
612 1% 3 35000000 612 E5% 3 43000000
612 1% 4 37000000 612 E5% 4 44000000
612 5% 1 66000000 612 E 10% 1 65000000
612 5% 2 67000000 612 E10% 2 63000000
612 5% 3 60000000 612 E 10% 3 66000000
612 5% 4 65000000 612 E10% 4 63000000
612 10% 1 112000000 613 E1% 1 45000000
612 10% 2 110000000 613 E1% 2 50000000
612 10% 3 115000000 613 E1% 3 42000000
612 10% 4 112000000 613 E1% 4 46000000
613 1% 1 19000000 613 E5% 1 93000000
613 1% 2 22000000 613 E5% 2 88000000
613 1% 3 20000000 613 E5% 3 90000000
613 1% 4 21000000 613 E5% 4 91000000
613 5% 1 176000000 613 E 10% 1 128000000
613 5% 2 190000000 613 E 10% 2 138000000
613 5% 3 197000000 613 E 10% 3 132000000
613 5% 4 191000000 613 E 10% 4 135000000
613 10% 1 396000000 614 E1% 1 12000000
613 10% 2 388000000 614 E1% 2 9000000
613 10% 3 382000000 614 E1% 3 10000000
613 10% 4 404000000 614 E1% 4 11000000
614 1% 1 11000000 614 E5% 1 20000000
614 1% 2 13000000 614 E5% 2 17000000
614 1% 3 15000000 614 E5% 3 18000000
614 1% 4 13000000 614 E5% 4 19000000
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6.5.Biocontrol in vivo por Trichoderma sp.

Aislado

Aislado

de de Repeticion Ensayol Ensayo2
Fusarium Trichoderma PFA PFR PSA PSR EscalaRaiz Escala Aérea PFA PFR PSA PSR EscalaRaiz Escala Aérea
- - 1 324,0 232,0 76,8 20,2 1 0 324,0 2320 768 202 1 0
- - 2 588,0 2120 82,7 14,7 1 0 588,0 212,0 82,7 14,7 1 0
- - 3 564,0 2870 76,6 24,1 1 0 564,0 2870 766 24,1 1 0
- - 4 680,0 260,0 107,0 22,6 1 0 680,0 260,0 107,0 22,6 1 0
- - 5 528,0 1760 60,8 14,5 1 0 5280 1760 60,8 14,5 1 0
- - 6 509,0 2350 753 20,3 1 0 509,0 2350 753 203 1 0
INTA IF-535 - 1 59,0 830 446 87 4 5 1090 490 563 65 3 5
INTA IF-535 - 2 348,0 132,0 524 12,2 2 1 282,0 2650 54,2 228 2 1
INTA IF-535 - 3 297,0 109,0 41,4 150 2 4 224,0 1010 90,6 153 2 5
INTA IF-535 - 4 2750 1350 50,8 10,0 2 4 61,0 330 432 56 2 5
INTA IF-535 - 5 194,0 1950 349 10,8 3 5 154,0 1390 53,6 17,6 2 5
INTA IF-535 - 6 1050 142,0 64,0 13,6 2 5 1370 1710 73,6 17,0 2 5
INTA IF-535 INTA IF-549 1 523,0 2210 831 181 1 0 477,0 2090 77,2 182 1 1
INTA IF-535 INTA IF-549 2 428,0 202,0 60,8 15,0 1 0 511,0 1970 72,4 145 1 0
INTA IF-535 INTA IF-549 3 455,0 157,0 61,7 14,6 1 0 823,0 3510 109,3 324 1 0
INTA IF-535 INTA IF-549 4 502,0 254,0 80,7 233 1 0 525,0 2330 683 17,2 1 0
INTA IF-535 INTA IF-549 5 446,0 1550 585 12,2 1 0 4280 1840 588 134 1 0
INTA IF-535 INTA IF-549 6 409,0 222,0 61,7 153 1 0 524,0 1950 71,4 174 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 1 375,0 136,0 48,0 14,7 1 0 560,0 2330 783 17,8 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 2 814,0 296,0 107,5 25,1 1 0 514,0 2090 70,5 158 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 3 707,0 308,0 103,5 29,2 1 0 572,0 1440 80,6 139 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 4 670,0 206,0 93,3 16,7 1 0 954,0 4280 1493 31,1 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 5 615,0 258,0 84,0 223 1 0 380,0 187,0 488 146 1 0
INTA IF-535 INTA IF-612 6 3400 142,0 439 131 1 0 505,0 1820 763 17,0 1 0
INTA IF-535 INTAIF-613 1 350,0 132,0 51,6 9,9 1 0 652,0 293,0 884 26,6 1 0
INTA IF-535 INTA IF-613 2 3940 152,0 59,9 126 1 0 551,0 263,0 665 18,9 1 0
INTA IF-535 INTA IF-613 3 811,0 255,00 1003 20,1 1 0 967,0 461,0 121,0 32,8 1 0
INTA IF-535 INTAIF-613 4 758,0 290,0 98,0 22,5 1 0 669,0 3170 826 249 2 0
INTA IF-535 INTA IF-613 5 498,0 2790 61,8 209 1 0 613,0 2210 763 187 2 0
INTA IF-535 INTA IF-613 6 505,0 162,0 82,5 16,3 2 0 813,0 349,0 103,5 26,8 1 0
INTA IF-535 INTA IF-614 1 7300 199,0 983 14,4 1 0 6350 1830 96,7 203 2 1
INTA IF-535 INTA IF-614 2 200,0 70,0 52,9 9,1 1 0 79,0 130,0 69,6 6,2 2 1
INTA IF-535 INTA IF-614 3 817,0 2850 983 22,8 1 0 64,0 48,0 48,7 6,9 2 2
INTA IF-535 INTA IF-614 4 6930 2610 785 21,9 1 0 3360 1710 40,8 155 2 1
INTA IF-535 INTA IF-614 5 520,0 166,0 79,3 15,6 2 0 347,0 1440 72,2 132 2 2
INTAIF-535  INTA IF-614 6 362,0 1350 49,5 11,9 1 0 464,0 1450 54,7 14,3 2 1
INTA IF-535 INTA IF-630 1 556,0 176,0 62,3 12,3 1 0 962,0 3450 106,7 26,3 1 0
INTAIF-535  INTA IF-630 2 580,0 221,0 66,0 163 1 0 810,0 3240 101,3 251 1 0
INTAIF-535  INTA IF-630 3 781,0 301,0 912 20,7 1 0 569,0 1930 658 14,9 1 0
INTA IF-535 INTA IF-630 4 892,0 276,0 109,6 19,8 1 0 662,0 220,0 822 19,5 1 0
INTAIF-535  INTA IF-630 5 630,0 2310 769 175 1 0 509,0 173,0 64,6 13,6 1 0
INTA IF-535 INTA IF-630 6 857,0 2810 103,6 22,6 1 0 800,0 251,0 110,1 21,4 1 0
- - 1 3240 2320 768 20,22 1 0 823,0 551,0 1273 41,9 1 0
- - 2 588,0 212,0 82,7 14,7 1 0 651,0 3810 886 39,6 1 0
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3 564,0

4 680,0
5 528,0
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1 109,0
2 282,0
3 224,0
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1 477,0
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4 336,0
5 347,0
6 464,0
1 962,0
2 810,0
3 569,0
4 662,0
5 509,0
6 800,0

287,0
260,0
176,0
235,0
49,0
265,0
101,0
33,0
139,0
171,0
209,0
197,0
351,0
233,0
184,0
195,0
233,0
209,0
144,0
428,0
187,0
182,0
293,0
263,0
461,0
317,0
221,0
349,0
188,0
130,0
48,0
171,0
144,0
145,0
345,0
324,0
193,0
220,0
173,0

251,0

76,6
107,0
60,8
75,3
56,3
54,2
90,6
43,2
53,6
73,6
77,2
72,4
109,3
68,3
58,8
71,4
78,3
70,5
80,6
149,3
48,8
76,3
88,4
66,5
121,0
82,6
76,3
103,5
9,7
69,6

48,7

72,2

54,7

106,7

101,3

65,8

82,2

64,6

110,1

24,1
22,6
14,5
20,3
6,5
22,8
15,3
5,6
17,6
17,0
18,2
14,5
32,4
17,2
13,4
17,4
17,8
15,8
13,9
31,1
14,6
17,0
26,6
18,9
32,8
24,9
18,7
26,8
20,3
6,2

6,9

13,2
14,3
26,3
25,1
14,9

19,5

720,0
768,0
847,0
659,0
240,0
312,0
191,0
239,0
226,0
287,0
809,0
684,0
754,0
772,0
712,0
780,0
902,0
813,0
856,0
791,0
833,0
829,0

1008,0
926,0
870,0
963,0
852,0
955,0
423,0
460,0
475,0
501,0
409,0
424,0
938,0
985,0

1021,0
967,0
982,0

944,0

462,0
472,0
524,0
351,0
102,0
113,0
89,0
161,0
114,0
178,0
401,0
335,0
395,0
421,0
465,0
428,0
531,0
459,0
419,0
487,0
433,0
501,0
680,0
543,0
498,0
539,0
451,0
556,0
274,0
233,0
207,0
294,0
224,0
237,0
405,0
452,0
611,0
423,0
520,0

446,0

95,3
102,5
135,7
72,4
72,8
85,2
66,1
77,4
70,6
82,7
127,1
84,2
104,6
117,3
105,7
125,8
165,6
123,4
139,7
99,2
132,4
117,9
188,7
132,4
116,5
123,1
107,6
144,8
66,2
78,1
82,4
87,1
96,4
81,5
117,2
129,7
156,3
110,4
121,8

100,7

41,2
49,9
50,2
38,6
12,7
17,4
7,2
18,1
7,6
21,9
33,4
30,2
36,7
40,3
37,6
37,8
51,2
37,3
36,1
42,7
41,8
45,9
61,6
50,7
42,5
55,9
37,4
51,2
17,6
19,4

15,3

21,7
2,4
36,5
41,4
55,2
40,7

46,3

42,2

*PFA= Peso fresco aéreo; PFR= Peso fresco radical; PSA= Peso seco aéreo; PSR= Peso seco radical

258



6.6.Promocién de crecimiento de calibrachoa por Trichoderma sp.

Aislado Variedad Repeticion PFA  PFR PSA PSR N2 Flores Aislado Variedad Repeticion PFA  PFR PSA PSR N2 Flores
Testigo Pampa Salmén INTA 1 2870 1915 488,88 128 3 INTA IF-612 Blanca 1 924 881 1553 52,4 4
Testigo Pampa Salmén INTA 2 2547 1316 4175 94,9 3 INTA IF-612 Blanca 2 1733 1423 2074 57,1 4
Testigo Pampa Salmén INTA 3 2628 1621 439 125,5 3 INTA IF-612 Blanca 3 963 575 1248 36,6 1
Testigo Pampa Salmén INTA 4 2370 2202 377,3 1442 2 INTA IF-612 Blanca 4 1442 899 200,6 61,4 3
Testigo Pampa Salmén INTA 5 1738 918 295,5 69,2 1 INTA IF-612 Blanca 5 857 596 136,8 39,7 4
Testigo Pampa Salmén INTA 6 2512 2364 401,9 159,6 4 INTA IF-612 Blanca 6 1863 1560 218,5 56,9 3
Testigo Overa Fucsia-INTA 1 3658 1685 768,6 86,5 0 INTA IF-612 Amarilla 1 1913 1173 294 84,7 3
Testigo Overd Fucsia-INTA 2 2848 1628 362,6 84,2 5 INTA IF-612 Amarilla 2 2093 1538 318,33 101,2 5
Testigo Overa Fucsia-INTA 3 2551 962 33,6 53,2 2 INTA IF-612 Amarilla 3 3656 2868 3828 1214 3
Testigo Overd Fucsia-INTA 4 2778 1879 2877 95,4 0 INTA IF-612 Amarilla 4 2587 2076 294,7 129,6 4
Testigo Overa Fucsia-INTA 5 3019 1308 363,7 79,5 5 INTA IF-612 Amarilla 5 2054 1585 305,1 114,1 4
Testigo Overd Fucsia-INTA 6 1989 1134  249,7 70,3 5 INTA IF-612 Amarilla 6 4294 2287 341,2 1354 3
Testigo INTA 06575 1 3940 2080 570 158 3 INTA IF-612 Violeta 1 1337 751 199,9 60 4
Testigo INTA 06575 2 2829 1865 340,5 98,3 1 INTA IF-612 Violeta 2 1916 1001 258,4 53,8 3
Testigo INTA 06575 3 5176 4085 629,4 237,6 3 INTA IF-612 Violeta 3 1455 643 219,1 49,6 3
Testigo INTA 06575 4 1968 625 241,3 1532 2 INTA IF-612 Violeta 4 1482 606 220,8 459 2
Testigo INTA 06575 5 2859 2080 3749 1511 4 INTA IF-612 Violeta 5 1971 771 2979 68,5 2
Testigo INTA 06575 6 2292 2007 3314 92,8 3 INTA IF-612 Violeta 6 1780 857 2152 39,5 3
Testigo Blanca 1 1842 897 244 71,4 5 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 1 3182 1972 7384 217,4 4
Testigo Blanca 2 1554 741 159,5 41,7 3 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 2 3851 1860 591,5 1457 2
Testigo Blanca 3 1918 985 248,1 76,1 3 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 3 5043 2669 8654 172,7 5
Testigo Blanca 4 2705 1360 307,2 81 5 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 4 4695 1749 743,8 146,2 6
Testigo Blanca 5 1631 835 231,8 71,7 4 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 5 4227 1569 776,8 155,2 6
Testigo Blanca 6 1053 1045 156,5 58,4 4 INTAIF-613  Pampa Salmén INTA 6 4926 2445 881,2 207,5 5
Testigo Amarilla 1 2256 1797 361,7 1229 3 INTA IF-613 Overd Fucsia-INTA 1 2211 626 2812 424 0
Testigo Amarilla 2 2477 2201 3653 125,2 5 INTA IF-613 Overd Fucsia-INTA 2 2603 1100 3489 89,3 0
Testigo Amarilla 3 1403 800 190,9 44,3 1 INTA IF-613 Overé Fucsia-INTA 3 4132 906 520,9 73 8
Testigo Amarilla 4 2397 1284 352,2 84 4 INTA IF-613 Overd Fucsia-INTA 4 1215 473 187,2 29,6 0
Testigo Amarilla 5 3339 2550 454,9 1456 5 INTA IF-613 Overé Fucsia-INTA 5 1260 445 200,7 41,1 1
Testigo Amarilla 6 4433 2324 4749 161,8 5 INTA IF-613 Overd Fucsia-INTA 6 3071 1266 427,2 80,7 0
Testigo Violeta 1 1138 431 194,4 35,9 4 INTA IF-613 INTA 06575 1 1418 318 213,2 34,1 0
Testigo Violeta 2 1896 845 302,5 65,7 5 INTA IF-613 INTA 06575 2 1335 404 171,8 30,8 0
Testigo Violeta 3 1924 1039  213,2 31,9 2 INTA IF-613 INTA 06575 3 5260 1221 6365 89,9 0
Testigo Violeta 4 1502 489 207,8 31,6 6 INTA IF-613 INTA 06575 4 3610 1155 493 86,8 0
Testigo Violeta 5 869 338 125,9 23,5 3 INTA IF-613 INTA 06575 5 4419 1835 603,4 107,2 1
Testigo Violeta 6 1522 834 232,7 66,9 4 INTA IF-613 INTA 06575 6 5806 3610 421,8 44,8 2
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 1 4221 1517 618 104 2 INTA IF-613 Blanca 1 4022 2178 563,5 1393 5
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 2 5135 1985 813 145,8 5 INTA IF-613 Blanca 2 5069 1882 663,8 132,8 10
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 3 6554 2715 1042,7 199,6 4 INTA IF-613 Blanca 3 2583 1197 3624 776 3
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 4 5741 2776 867,7 193,7 5 INTA IF-613 Blanca 4 6635 2140 304 44,7 5
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 5 4326 1634 5655 1025 4 INTA IF-613 Blanca 5 2873 1387 370,5 90,7 4
INTAIF-549  Pampa Salmén INTA 6 5286 1729 8158 134,9 6 INTA IF-613 Blanca 6 1634 866 258,8 61,5 5
INTA IF-549 Overa Fucsia-INTA 1 1349 1148 190,6 76,3 1 INTA IF-613 Amarilla 1 4715 1696 739,7 1519 5
INTA IF-549 Overa Fucsia-INTA 2 2457 607 316,3 38 0 INTA IF-613 Amarilla 2 5765 2435 9345 194,7 8
INTA [F-549 Overa Fucsia-INTA 3 3433 1307 4299 97,6 0 INTA IF-613 Amarilla 3 4070 1902 596,1 135,2 5
INTA IF-549 Overa Fucsia-INTA 4 5000 1009 541,1 77,3 5 INTA IF-613 Amarilla 4 6117 2067 852 175,8 7
INTA IF-549 Overa Fucsia-INTA 5 2302 915 341,6 49,7 2 INTA IF-613 Amarilla 5 4436 1263 580,9 96 3
INTA IF-549 Overd Fucsia-INTA 6 2891 538 291,7 35,4 4 INTA IF-613 Amarilla 6 5151 2794 6459 204,6 6
INTA IF-549 INTA 06575 1 3680 769 541,4 49,8 1 INTA IF-613 Violeta 1 4222 916 608,8 70,4 5
INTA IF-549 INTA 06575 2 6090 1284 7593 97,8 1 INTA IF-613 Violeta 2 3247 664 521,4 389 4
INTA IF-549 INTA 06575 3 3930 1589 579,6 116,3 2 INTA IF-613 Violeta 3 2319 533 366,2 39,3 4
INTA IF-549 INTA 06575 4 4593 985 6858 8338 3 INTA IF-613 Violeta 4 5322 1128 6979 859 15
INTA IF-549 INTA 06575 5 5243 1084 633,6 85,2 1 INTA IF-613 Violeta 5 2376 664 3766 52,7 5
INTA IF-549 INTA 06575 6 3156 699 480,6 48,2 0 INTA IF-613 Violeta 6 3411 881 487 86,2 5
INTA IF-549 Blanca 1 2992 957 317,8 62,1 5 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 1 4639 2105 646,4 1415 2
INTA IF-549 Blanca 2 2605 1423 384,8 102,9 8 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 2 5732 2488 829,7 171 4
INTA IF-549 Blanca 3 2625 1007 340 73,3 7 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 3 5688 2180 804,2 162,1 4
INTA IF-549 Blanca 4 2395 1335 3498 83,8 4 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 4 4051 1672 579,4 108,2 4
INTA IF-549 Blanca 5 2946 1210 413 95,5 6 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 5 3359 1157 407,6 94,5 2
INTA IF-549 Blanca 6 4078 1416 4814 95,6 7 INTAIF-614  Pampa Salmén INTA 6 3671 1322 509 91,1 3
INTA IF-549 Amarilla 1 5950 2935 880,838 232,8 6 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 1 5980 1977 618,3 116,6 0
INTA IF-549 Amarilla 2 4517 1794 582,6 131,7 3 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 2 5144 2370 664,5 155,6 9
INTA IF-549 Amarilla 3 4422 1607 6146 126,44 4 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 3 4563 1439 600,1 106 6
INTA IF-549 Amarilla 4 6475 3454 872,4 197,9 6 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 4 4669 1313 672,8 88,2 8
INTA IF-549 Amarilla 5 5830 2197 8264 1824 7 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 5 4821 1523 574 89,8 7
INTA IF-549 Amarilla 6 3320 827 492,5 67,2 3 INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA 6 3712 965 549,2 68,7 7
INTA IF-549 Violeta 1 1970 348 329 389 2 INTA IF-614 INTA 06575 1 4248 809 612,1 654 2
INTA IF-549 Violeta 2 4137 975 572,9 59,7 7 INTA IF-614 INTA 06575 2 2643 553 3773 41 0
INTA IF-549 Violeta 3 4179 670 622,8 78,2 9 INTA IF-614 INTA 06575 3 6558 133 897,3 107,9 3
INTA IF-549 Violeta 4 3640 738 591,7 79 4 INTA IF-614 INTA 06575 4 3481 1040 526,6 75,8 2
INTA IF-549 Violeta 5 2600 703 4314 60,7 4 INTA IF-614 INTA 06575 5 4072 1186 533,5 88,4 2
INTA IF-549 Violeta 6 2310 667 389,2 65,6 5 INTA IF-614 INTA 06575 6 3475 1011 447,55 67,7 3
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 1 1794 2208 318,1 166,8 3 INTA IF-614 Blanca 1 3020 1108 432,1 80,2 5
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 2 1813 2210 305,8 1348 3 INTA IF-614 Blanca 2 4275 1778 523,7 1149 5
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 3 1592 1370 2782 102,8 1 INTA IF-614 Blanca 3 3290 1459 406,9 104,1 5
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 4 1621 1884 299,7 130,1 1 INTA IF-614 Blanca 4 3923 1298 550,5 100,2 5
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 5 1644 1482 2648 96,3 2 INTA IF-614 Blanca 5 3172 1133 4935 809 7
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA 6 1811 2309 319,99 1324 2 INTA IF-614 Blanca 6 2266 1022 312,4 69,9 5
INTAIF-612  Overd Fucsia-INTA 1 1757 1155 238,77 758 3 INTA IF-614 Amarilla 1 4550 1769 531,2 1241 2
INTA [F-612 Overa Fucsia-INTA 2 1529 2204 176,2 75 4 INTA IF-614 Amarilla 2 5758 2027 729,6 1459 4
INTAIF-612  Overd Fucsia-INTA 3 1460 887 210,2 559 3 INTA IF-614 Amarilla 3 2812 1080 4243 939 4
INTA [F-612 Overa Fucsia-INTA 4 1282 807 194,5 52,8 0 INTA IF-614 Amarilla 4 4204 1962 617,1 1403 5
INTA [F-612 Overa Fucsia-INTA 5 2905 3792 3655 121,2 7 INTA IF-614 Amarilla 5 3853 1628 488,55 108,6 2
INTAIF-612  Overd Fucsia-INTA 6 2036 1386 291,1 84,1 4 INTA IF-614 Amarilla 6 4646 1481 632,4 100,9 2
INTA [F-612 INTA 06575 1 2604 2106 347 117,1 4 INTA IF-614 Violeta 1 3630 1206 552,3 92,2 4
INTA IF-612 INTA 06575 2 1378 944 2063 754 2 INTA IF-614 Violeta 2 2040 287 4331 99 2
INTA [F-612 INTA 06575 3 1429 993 220,3 67,6 1 INTA IF-614 Violeta 3 5563 1410 2979 26,2 4
INTA IF-612 INTA 06575 4 1847 1102 2743 804 3 INTA IF-614 Violeta 4 3091 905 831,1 67,2 3
INTA IF-612 INTA 06575 5 2356 1526  283,7 82 1 INTA IF-614 Violeta 5 3100 980 506,3 744 5
INTA IF-612 INTA 06575 6 965 407 1457 34,9 1 INTA IF-614 Violeta 6 1237 303 207,8 257 3
INTAIF-630 Pampa Salmén INTA 1 3573 2298 5456 1723 4
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INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 2 4286 2416 6857 160,6 6
INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 3 4223 2756 614,8 1848 2
INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 4 3398 900 633,6 88 4
INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 5 3943 2383 656,7 1826 5
INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 6 3768 1117 649,5 98 6
INTAIF-630  Overa Fucsia-INTA 1 1050 358 127 20,6 0
INTAIF-630  Overd Fucsia-INTA 2 3420 1287 465,8 75,4 7
INTAIF-630  Overa Fucsia-INTA 3 1913 642 223,4 413 1
INTAIF-630  Overd Fucsia-INTA 4 3690 1695 443,2 117,7 4
INTAIF-630  Overa Fucsia-INTA 5 3773 1325 509,6 97,5 0
INTAIF-630  Overd Fucsia-INTA 6 4078 2568 579,7 184 6
INTA IF-630 INTA 06575 1 3729 1827 514,3 1312 5
INTA IF-630 INTA 06575 2 3543 1290 498 86 2
INTA IF-630 INTA 06575 3 5135 1943 608,2 1473 3
INTA IF-630 INTA 06575 4 3990 2384 558,9 149,2 4
INTA IF-630 INTA 06575 5 3434 1373 486,9 108,8 1
INTA IF-630 INTA 06575 6 3964 2460 6394 184,6 8
INTA IF-630 Blanca 1 2654 1299 357,3 77,3 4
INTA IF-630 Blanca 2 2623 1166  395,7 89,4 4
INTA IF-630 Blanca 3 3621 1297 367,9 84 6
INTA IF-630 Blanca 4 3748 1724 4323 82,8 6
INTA IF-630 Blanca 5 1779 697 468,3 113 2
INTA IF-630 Blanca 6 2598 1033  280,1 52,1 4
INTA IF-630 Amarilla 1 3836 2740 5456 190,4 4
INTA IF-630 Amarilla 2 5099 2676 654,2 180,5 4
INTA IF-630 Amarilla 3 3705 2150 468,7 1433 4
INTA IF-630 Amarilla 4 3116 1060 366,8 78,3 4
INTA IF-630 Amarilla 5 3290 2912 930 157,1 4
INTA IF-630 Amarilla 6 4329 2735 580,2 168,6 5
INTA IF-630 Violeta 1 2303 686 312,3 47,1 3
INTA IF-630 Violeta 2 2738 1000 391,2 82,8 2
INTA IF-630 Violeta 3 1923 464 288 37,7 3
INTA IF-630 Violeta 4 2408 665 329,9 49 2
INTA IF-630 Violeta 5 2910 842 362,5 56,7 4
INTA IF-630 Violeta 6 3745 1135 542,4 91,3 4

*PFA= Peso fresco aéreo; PFR= Peso fresco radical; PSA= Peso seco aéreo; PSR= Peso seco radical

Aislado Variedad Repeticion pH CE(dS/m) NO3- P Ca Mg K Fe

Testigo  Pampa Salmén INTA 1 58 0,60 2550 46,93 7,26 518 182,07 3,49
Testigo  Pampa Salmén INTA 58 0,70 66,23 57,71 7,86 620 211,41 3,82
Testigo Overé Fucsia-INTA 57 076 109,78 58,59 7,95 635 242,95 19,65
Testigo Overé Fucsia-INTA 60 061 31,39 47,98 436 395 198,09 25,99

Testigo INTA 06575 62 054 73,34 46,77 452 3,78 153,99 24,69
Testigo INTA 06575 6,1 0,46 46,91 43,03 4,08 3,62 13492 2531
Testigo Blanca 62 039 20,87 41,95 7,45 4,37 126,73 4,60
Testigo Blanca 58 0,70 291,50 56,09 6,77 541 211,46 17,62
Testigo Amarilla 58 056 155,12 42,81 562 4,40 174,17 14,19
Testigo Amarilla 58 0,64 164,09 5584 4,43 405 211,86 26,97
Testigo Violeta 57 0,60 19438 50,29 4,13 3,54 196,79 23,67
Testigo Violeta 58 047 11561 38,29 544 4,06 15625 17,90

INTA IF-549  Pampa Salmén INTA
INTA IF-549  Pampa Salmén INTA
INTA IF-549 Overd Fucsia-INTA
INTAIF-549  Overa Fucsia-INTA

4,7 0,39 183,38 46,18 2,35 2,73 151,09 24,10
4,7 0,44 224,53 53,68 3,22 3,16 156,34 15,04
4,5 0,62 496,67 56,66 8,06 6,08 196,94 13,94
4,5 0,54 393,92 48,42 568 4,61 171,05 12,66

INTA IF-549 INTA 06575 4,4 0,62 449,58 62,51 8,30 6,61 193,82 4,86
INTA IF-549 INTA 06575 4,6 0,61 353,22 63,69 8,19 6,35 19511 9,02
INTA IF-549 Blanca 4,5 0,61 500,68 52,65 2,54 513 206,07 13,91
INTA IF-549 Blanca 4,6 0,564 378,41 54,28 3,45 4,05 198,01 20,46
INTA IF-549 Amarilla 4,6 0,50 338,96 47,49 8,34 394 162,39 6,69
INTA IF-549 Amarilla 4,7 0,44 216,23 46,69 6,14 2,88 143,20 19,00
INTA IF-549 Violeta 4,4 0,64 492,74 50,40 791 556 212,21 15,66
INTA IF-549 Violeta 4,4 0,68 498,99 55,21 817 7,68 216,60 11,49

INTAIF-612  Pampa Salmén INTA
INTAIF-612  Pampa Salmén INTA
INTAIF-612  Overa Fucsia-INTA
INTA IF-612 Overd Fucsia-INTA

59 0,413 87,11 43,89 6,55 2,31 134,48 9,54
5,6 0,467 8580 69,39 4,75 2,20 183,24 3045
5,6 0,511 97,20 62,45 4,79 2,54 198,75 40,36
5,6 0,466 163,49 53,02 3,52 2,52 198,78 58,92

INTA IF-612 INTA 06575 58 0450 139,19 4167 748 2,65 15551 39,71
INTA IF-612 INTA 06575 59 0428 152,84 37,82 1057 1,99 14881 44,51
INTA IF-612 Blanca 56 0,446 12551 4625 2,69 2,15 161,24 31,39
INTA IF-612 Blanca 54 0453 199,71 4839 253 2,33 17049 23,07
INTA IF-612 Amarilla 54 0527 30446 49,86 2,63 2,63 207,31 4845
INTA IF-612 Amarilla 58 047 183,07 47,23 2,40 2,56 159,28 35,62
INTA IF-612 Violeta 56 0387 111,03 3923 3,05 220 15671 40,90
INTA IF-612 Violeta 56 0437 199,86 48,23 1,78 2,24 156,24 20,37

INTA IF-613  Pampa Salmoén INTA
INTAIF-613  Pampa Salmén INTA
INTAIF-613  Overa Fucsia-INTA
INTAIF-613  Overd Fucsia-INTA

51 0,446 158,60 53,63 2,08 2,69 163,63 39,48
5 0,488 130,71 55,57 2,71 3,06 166,61 24,44
4,6 0,618 464,71 5894 2,96 6,52 203,85 7,81
4,7 0,634 481,96 58,77 2,92 6,02 122,93 10,85

INTA IF-613 INTA 06575 5 0,47 219,38 49,60 2,09 2,99 88,17 25,06
INTA IF-613 INTA 06575 53 0,52 338,88 48,87 2,68 2,46 98,86 29,48
INTA IF-613 Blanca 4,7 0,55 357,49 659 2,64 561 18529 3,08
INTA IF-613 Blanca 4,8 0,58 323,03 66,01 3,28 559 18220 3,09
INTA IF-613 Amarilla 5 0,427 152,20 47,95 8,63 2,76 142,23 15,05
INTA IF-613 Amarilla 5 0,45 197,33 49,55 8,40 3,10 151,87 12,73
INTA IF-613 Violeta 4,7 0,59 39495 56,68 7,87 596 199,85 2,11
INTA IF-613 Violeta 4,7 0,58 42694 52,11 7,51 567 197,89 4,36

INTA IF-614  Pampa Salmoén INTA
INTA IF-614  Pampa Salmoén INTA
INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA
INTAIF-614  Overa Fucsia-INTA

4,6 0,62 438,59 56,32 669 4,92 20961 18,36
4,9 0,5 239,75 52,16 4,22 3,33 164,13 30,26
4,8 0,54 282,59 52,50 4,27 3,62 176,27 24,76
4,7 0,57 64,07 14,38 9,11 6,55 135,00 12,27

P NRNRNRNRNRNRNRPNRPNRPNRPNRBNRNRNRLPNRPNRPNRNRNRERPNRPNRPNRNRBNRBNRNREN

INTA IF-614 INTA 06575 4,1 1,03 829,93 83,62 6,00 19,03 30045 10,98
INTA IF-614 INTA 06575 4,8 0,62 460,43 55,99 577 436 187,64 21,02
INTA IF-614 Blanca 4,4 0,781 628,80 66,19 14,28 9,40 23517 12,40



INTA IF-614 Blanca 2 4,8 0,657 373,04 62,79 16,27 3,57 225,12 33,01

INTA IF-614 Amarilla 1 4,6 0,76 133,96 73,81 9,27 6,63 242,13 19,28

INTA IF-614 Amarilla 2 4,8 0,57 313,84 51,84 599 441 173,60 12,60

INTA IF-614 Violeta 1 4,6 0,57 119,09 49,55 6,09 4,27 187,45 19,36

INTA IF-614 Violeta 2 4,7 0,93 204,95 74,44 9,80 7,00 281,26 27,92

INTA IF-630  Pampa Salmén INTA 1 5 0,5 251,37 61,42 3,97 3,08 189,08 21,68

INTAIF-630  Pampa Salmén INTA 2 5,2 0,46 100,14 61,45 2,46 2,54 178,15 38,50

INTA IF-630 Overa Fucsia-INTA 1 5 0,45 204,68 54,78 4,33 3,21 166,37 17,02

INTA IF-630 Overd Fucsia-INTA 2 4,9 0,53 294,69 59,07 6,05 4,28 184,17 12,60

INTA IF-630 INTA 06575 1 5 0,48 130,67 67,90 2,27 2,76 204,36 25,89

INTA IF-630 INTA 06575 2 5 0,53 219,79 59,49 4,18 3,34 190,34 26,50

INTA IF-630 Blanca 1 45 0,86 441,22 97,29 14,68 11,20 303,42 9,24

INTA IF-630 Blanca 2 4,8 0,733 340,43 79,86 8,26 6,31 245,34 7,73

INTA IF-630 Amarilla 1 4,8 0,57 260,73 74,26 4,61 379 21676 2571

INTA IF-630 Amarilla 2 4,9 0,63 159,33 71,87 6,11 5,04 227,30 14,66

INTA IF-630 Violeta 1 4,8 0,56 305,92 5564 6,85 499 21327 4,55

INTA IF-630 Violeta 2 4,8 0,619 325,99 68,34 8,43 596 222,68 4,95

6.7.Dimensiones de las estructuras reproductivas de Trichoderma spp.
. Fidlides Conidios B R Fidlides Conidios .
Aislado Largo (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um) Hifas (um) Aislado Largo (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um) Hifas (um)

INTA IF-549 5,95 2,66 4,3 3,36 4,8 INTA IF-613 6,34 2,46 3,99 2,88 6,16
INTA IF-549 5,1 2,46 4,27 3 5,32 INTA IF-613 6,35 2,28 3,73 2,55 5,49
INTA IF-549 3,92 2,6 4,11 3,68 4,1 INTA IF-613 5,48 1,93 3,22 2,58 4,92
INTA IF-549 6,2 3,24 4,53 3 6,78 INTA IF-613 6,65 2,07 3,78 1,85 3,87
INTA IF-549 4,79 2,76 3,79 3,13 6,78 INTA IF-613 7,16 3,76 3,78 2,31 6
INTA IF-549 6 2,97 3,24 2,9 4,53 INTA IF-613 9,83 3,43 3,53 2,36 5,52
INTA IF-549 5,48 2,52 3,23 2,93 10,54 INTA IF-613 7,21 3,18 3,34 2,57 5,41
INTA IF-549 7,36 2,52 4 3,42 2,6 INTA IF-613 6,8 2,92 4,24 2,41 4,19
INTA IF-549 6,96 1,96 3,99 3,1 3,49 INTA IF-613 5,25 3,77 3,73 2,54 7,04
INTA IF-549 6,98 2,74 4,19 2,78 3,47 INTA IF-613 7,97 2,77 4,31 2,72 4,56
INTA IF-549 5,71 2,28 3,51 2,79 3,7 INTA IF-613 6,02 2,6 3,45 2,18 5,89
INTA IF-549 7,45 1,88 3,5 2,63 3,56 INTA IF-613 5,81 2,26 4,12 3,39 6,12
INTA IF-549 6,14 2,26 4,05 3 3,8 INTA IF-613 12 1,96 3,95 2,3 7,42
INTA IF-549 5,77 2,04 2,88 2,88 3,56 INTA IF-613 12,14 2,58 3,8 1,89 7,07
INTA IF-549 4,62 2,46 4,06 2,93 2,6 INTA IF-613 13,61 2,04 3,79 2,59 2,74
INTA IF-549 5,25 2,77 3,72 2,74 4,08 INTA IF-613 8,39 2,04 3,51 2,43 5,17
INTA IF-549 4,79 2,88 4,08 3,04 3,88 INTA IF-613 11,03 2,28 4,3 2,42 6,48
INTA IF-549 6,2 2,97 3,62 3,11 41 INTA IF-613 52 2,26 3,6 2,52 4,34
INTA IF-549 6,96 2,92 4,28 2,49 4,48 INTA IF-613 3,47 2,92 3,99 2,61 7,61
INTA IF-549 3,94 2,33 4,11 2,76 2,76 INTA IF-613 6,84 2,46 4,02 2,49 4,65
INTA IF-549 4,49 2,33 3,71 3,31 2,58 INTA IF-613 8,39 2,66 3,14 2,61 8,54
INTA IF-549 4,62 2,26 4,18 2,49 2,97 INTA IF-613 10,72 1,74 4,28 2,72 6,49
INTA IF-549 4,85 2,35 4,59 2,8 2,46 INTA IF-613 7,45 2,58 4,2 2,85 4,34
INTA IF-549 4,08 2,66 3,18 2,43 2,77 INTA IF-613 4,76 2,52 3,31 2,36 5,21
INTA IF-549 5,74 2,6 4,16 3,03 4,62 INTA IF-613 7,67 3,47 3,9 2,39 7,21
INTA IF-549 5,71 2,26 4,16 3,25 3,56 INTA IF-613 8,09 2,77 3,51 2,5 5,63
INTA IF-549 4,39 2,04 3,82 2,57 4,3 INTA IF-613 5,32 2,88 3,89 1,85 4,7
INTA IF-549 5,48 2,16 4,69 3,47 3,9 INTA IF-613 3,56 2,28 4,12 3,39 5,41
INTA IF-549 6,08 2,46 4,44 3,27 4,56 INTA IF-613 7,52 2,74 4,03 3,24 6,16
INTA IF-549 5,25 2,58 4,19 3,04 3,99 INTA IF-613 8,97 2,07 3,8 3,11 8,06
INTA IF-549 5,04 1,61 3,93 2,99 4,51 INTA IF-613 8,92 2,28 3,25 3,39 7,52
INTA IF-549 3,56 2,04 4,58 2,94 5,64 INTA IF-613 9,04 1,64 3,87 2,78 4,19
INTA IF-549 6,96 2,46 3,23 3,68 4,4 INTA IF-613 9,32 1,96 4,03 2,04 11,83
INTA IF-549 4,62 1,96 4 2,98 3,22 INTA IF-613 7,23 2,19 4,22 2,25 6,12
INTA IF-549 6,35 1,61 3,99 3,12 31 INTA IF-613 7,19 3,21 3,7 2,96 5,29
INTA IF-549 4,34 2,07 4,19 2,53 3,2 INTA IF-613 7,25 3,54 3,85 2,12 4,7
INTA IF-549 3,68 2,07 3,51 3 4,3 INTA IF-613 6,84 2,78 3,45 3,41 5,29
INTA IF-549 4,79 2,46 3,5 2,86 3,29 INTA IF-613 6,31 2,03 3,65 3,04 6,89
INTA IF-549 4,39 2,04 4,05 2,93 3,19 INTA IF-613 6,12 2,55 4 1,95 5,95
INTA IF-549 7,5 2,33 2,88 2,71 6,4 INTA IF-613 7,18 3,11 3,91 2,08 3,37
INTA IF-549 3,88 2,07 4,06 3,04 5,32 INTA IF-613 8,85 2,09 3,64 3,31 4,13
INTA IF-549 5,57 2,35 3,72 3,11 3,8 INTA IF-613 6,53 1,95 3,5 2,54 51
INTA IF-549 4,19 2,6 4,08 2,49 3,3 INTA IF-613 7,21 2,14 4,12 2,43 7,79
INTA IF-549 5,41 2,97 3,62 2,76 5,2 INTA IF-613 6,91 3,44 4,17 2,88 6,64
INTA IF-549 4,34 2,28 4,28 32 2,74 INTA IF-613 8,56 2,03 3,41 3,03 3,68
INTA IF-549 4,56 3,37 4,11 3,45 5,32 INTA IF-613 8,71 2,62 3,92 2,68 4,49
INTA IF-549 5,49 1,82 3,71 2,97 53 INTA IF-613 6,11 1,94 4,05 3,21 4,62
INTA IF-549 6,08 2,07 4,18 3,1 6,2 INTA IF-613 6,65 1,88 4,1 2,39 9,87
INTA IF-549 6,2 2,07 4,59 2,87 51 INTA IF-613 7,39 2,15 3,94 1,93 3,94
INTA IF-549 5,25 2,77 4,16 3,05 4,8 INTA IF-613 7,44 3,12 4,12 1,87 3,56
INTA IF-612 3,61 1,74 4,07 2,46 5,02 INTA IF-614 5,21 2,04 4,2 2,73 4,56
INTA IF-612 4,39 2,46 3,91 2,66 2,35 INTA IF-614 5,51 3,06 3,56 2,05 6,26
INTA IF-612 6,86 2,07 3,73 2,97 6,34 INTA IF-614 5,25 2,66 3,91 2,41 3,68
INTA IF-612 6,6 1,88 4,5 3,28 5,93 INTA IF-614 5,48 2,26 4,04 2,88 9,08
INTA IF-612 4,79 2,6 4,41 3,32 3,87 INTA IF-614 6,2 1,82 3,88 2,9 4,91
INTA IF-612 3,99 1,96 4,37 3,08 4,12 INTA IF-614 4,93 1,64 4,19 2,33 6,34
INTA IF-612 4,39 1,74 5,56 2,76 3,61 INTA IF-614 7,07 1,82 3,32 2,89 4,48
INTA IF-612 3,47 1,64 3,94 2,89 2,6 INTA IF-614 6,2 2,52 3,68 2,12 4,53
INTA IF-612 6,45 1,61 4,32 2,91 7,07 INTA IF-614 5,93 2,77 3,87 2,64 3,18
INTA IF-612 4,24 1,64 4,27 3,24 3,61 INTA IF-614 6,16 2,76 3,88 2,81 6,08
INTA IF-612 6,53 2,28 4,76 3,06 5,16 INTA IF-614 5,01 2,33 3,77 2,43 6,2
INTA IF-612 6,45 2,52 3,9 2,6 3,87 INTA IF-614 7,97 2,66 3,37 2,56 2,6
INTA IF-612 6,23 1,88 4,17 2,87 4,51 INTA IF-614 4,48 1,61 3,04 2 5,57
INTA IF-612 3,88 1,61 4,88 2,91 4,84 INTA IF-614 5,81 2,33 2,9 2,37 11,9
INTA IF-612 3,32 2,07 4,72 2,46 4,2 INTA IF-614 4,19 1,64 3,88 2,3 5,81
INTA IF-612 5,04 2,33 3,97 2,78 3,87 INTA IF-614 4,62 2,9 3,04 2,49 4,08
INTA IF-612 3,76 1,61 3,66 2,57 4,62 INTA IF-614 3,43 1,82 3,04 2,65 4,48
INTA IF-612 4,91 2,04 4,29 2,58 3,99 INTA IF-614 5,63 2,66 3,24 2,7 39
INTA IF-612 4,19 1,93 4,18 2,88 6,08 INTA IF-614 4,62 2,92 3,61 2,84 3,55
INTA IF-612 3,24 2,28 3,68 3,21 4,62 INTA IF-614 8,09 2,33 3,04 2,52 4,08
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INTA IF-612 3,43 2,33 3,85 2,52 5,04 INTA IF-614 51 2,46 3,61 2,3 4,62
INTA IF-612 43 2,58 4,94 3,04 5,71 INTA IF-614 5,1 2,04 3,68 2,08 3,22
INTA IF-612 2,77 2,07 5,41 2,52 2,26 INTAIF-614 10,95 1,64 3,77 2,14 3,61
INTA IF-612 3,18 1,61 4,47 2,74 42 INTA IF-614 5,25 2,66 4,2 2,6 5,41
INTA IF-612 3,88 1,61 5,18 3,04 3,19 INTA IF-614 8,39 2,9 3,76 2,09 3,47
INTA IF-612 3,68 2,04 3,69 2,58 3,99 INTA IF-614 8,52 3,47 3,87 2,75 3,32
INTA IF-612 5,16 1,96 4,23 2,64 3,68 INTA IF-614 7,21 3,47 3,88 2,43 3,32
INTA IF-612 3,37 1,64 4,37 2,6 4,39 INTA IF-614 5,05 3,88 3,88 2,5 2,74
INTA IF-612 4,91 1,74 4,49 2,76 5,81 INTA IF-614 6,95 2,33 4,12 2,58 4,19
INTA IF-612 6,02 1,74 3,75 2,41 2,77 INTA IF-614 6,78 3,18 3,56 2,67 4,92
INTA IF-612 7,81 2,16 3,86 2,9 7,25 INTA IF-614 9,23 2,07 3,61 2,04 4,84
INTA IF-612 6,35 2,35 4,21 2,46 4,39 INTA IF-614 6,08 2,76 3,04 2,36 3,94
INTA IF-612 3,9 1,96 4,03 2,46 4,15 INTA IF-614 5,2 2,6 3,37 2,55 2,6
INTA IF-612 4,93 1,61 4,26 2,74 3,88 INTA IF-614 7,81 2,6 2,9 2,79 5,47
INTA IF-612 4,39 2,07 3,99 2,43 3,32 INTA IF-614 7,65 3,04 3,22 2,58 4,08
INTA IF-612 4,53 1,61 4,35 2,77 3,94 INTA IF-614 43 2,26 2,94 2,41 4,39
INTA IF-612 4,85 1,61 4,12 2,49 4,56 INTA IF-614 7,77 2,33 3,12 2,54 4,53
INTA IF-612 3,61 2,28 5,34 2,97 6,43 INTA IF-614 6,16 2,16 3,22 2,85 6,53
INTA IF-612 4,79 2,04 3,87 2,9 5,01 INTA IF-614 6,26 2,26 3,56 2,17 3,88
INTA IF-612 4,53 2,28 3,96 3,35 2,58 INTA IF-614 5,55 2,07 4,2 21 6,65
INTA IF-612 3,76 2,35 5,64 3,04 3,65 INTA IF-614 5,74 2,07 3,47 2,07 7,31
INTA IF-612 5,04 2,07 3,78 3,17 3,04 INTA IF-614 6,26 1,74 3,47 2,83 2,52
INTA IF-612 3,94 1,61 3,85 2,97 3,9 INTA IF-614 4,39 2,46 4,04 2,5 3,76
INTA IF-612 41 1,82 3,9 38 4,13 INTA IF-614 6,58 2,28 3,76 2,74 3,92
INTA IF-612 5,49 1,74 4,14 3,36 6,89 INTA IF-614 6,28 2,37 3,22 2,51 5,02
INTA IF-612 41 2,07 3,77 3,12 3,77 INTA IF-614 5,89 1,98 3,43 2,27 6,8
INTA IF-612 5,49 2,07 4,45 3,31 6,65 INTA IF-614 6,77 2,41 4,04 2,23 6,06
INTA IF-612 5,04 2,52 5,49 3,25 5,04 INTA IF-614 4,15 2,87 3,32 2,58 6,26
INTA IF-612 5,57 2,35 4,63 2,6 5,42 INTA IF-614 5,91 2,94 3,19 2,75 5,34
INTA IF-612 3,44 1,61 3,88 2,4 7,98 INTA IF-614 6,98 2,04 3,56 2,13 3,47
INTA IF-630 7,67 1,61 5,04 2,68 7,16 INTA IF-630 4,66 2,89 3,43 3,04 2,52
INTA IF-630 7,55 2,04 3,19 2,97 4,56 INTA IF-630 7,12 2,24 4,39 2,92 4,19
INTA IF-630 4,56 2,35 4,55 2,92 2,07 INTA IF-630 6,35 3,12 3,46 2,88 2,46
INTA IF-630 7,36 2,33 3,2 34 2,77 INTA IF-630 4,95 2,77 4,13 2,77 6,23
INTA IF-630 7,21 2,08 4,56 2,97 2,35 INTA IF-630 51 1,89 3,69 3,39 3,43
INTA IF-630 6,23 2,56 3,65 3,21 4,49 INTA IF-630 5,37 1,76 4,26 3,24 2,6
INTA IF-630 5,2 3,06 4,36 2,92 2,92 INTA IF-630 5,6 3,31 3,93 2,45 2,04
INTA IF-630 11,74 2,04 3,33 2,97 4,04 INTA IF-630 5,89 3.2 3,97 2,88 1,93
INTA IF-630 5,57 1,93 4,21 2,67 2,88 INTA IF-630 7,02 2,54 3,77 2,43 3,04
INTA IF-630 5,21 1,88 3,67 2,97 2,52 INTA IF-630 9,43 2,21 42 3,4 2,07
INTA IF-630 6,02 1,88 4,23 2,52 4,92 INTA IF-630 9,1 2,05 3,55 3,04 2,46
INTA IF-630 6,96 1,44 3,76 2,24 7,79 INTA IF-630 4,37 2,36 4,16 2,92 2,33
INTA IF-630 5,2 3,43 5,2 2,88 4,65 INTA IF-630 5,32 2,55 4,24 3,12 2,16
INTA IF-630 4,39 2,46 3,1 2,97 2,46 INTA IF-630 6,43 2,9 5,02 2,28 1,82
INTA IF-630 4,13 2,46 4,87 2,88 1,82 INTA IF-630 4,45 1,94 4,16 2,97 2,74
INTA IF-630 6,26 1,93 3,15 3,06 1,82 INTA IF-630 6,4 3,16 4,95 2,9 3,22
INTA IF-630 2,97 2,77 4,57 3,21 2,28 INTA IF-630 3,95 1,85 3,6 2,52 2,28
INTA IF-630 4,2 3,55 3,93 3,29 4,65 INTA IF-630 5,85 2,19 5,04 2,2 2,6
INTA IF-630 5,16 2,97 5,2 3,06 4,33 INTA IF-630 6,12 1,81 3,82 3,04 4,58
INTA IF-630 5,02 2,16 3,88 3,35 2,28 INTA IF-630 5,43 2,11 4,81 31 2,74
INTA IF-630 6,95 2,6 5,02 3,37 2,58 INTA IF-630 6,54 2,06 3,88 3,22 3,22
INTA IF-630 5,04 1,82 3,76 2,88 4,39 INTA IF-630 5,1 1,9 4,71 3,38 6,62
INTA IF-630 5,81 1,88 4,96 2,97 2,6 INTA IF-630 5,06 1,74 3,52 2,88 3,04
INTA IF-630 5,71 2,52 3,44 2,23 2,52 INTA IF-630 5,34 1,6 4,11 2,97 3,43
INTA IF-630 5,8 3,31 5,2 3,22 3,43 INTA IF-630 4,98 1,45 5,18 3,24 2,92

6.8. Compatibilidad Fusarium spp. y Trichoderma spp. con quitosano. Ensayos 1y 2.

Aislado Quitosano  Repeticion Ens?yo L Ens?yo 2
Dia 7 Dia 7
INTA IF-534 No 1 20 27
INTA IF-534 No 2 28 25
INTA IF-534 No 3 27 25
INTA IF-534 No 4 22 27
INTA IF-534 No 5 24 26
INTA IF-534 No 6 28 25
INTA IF-534 No 7 27 27
INTA IF-534 No 8 25 26
INTA IF-535 No 1 30 27
INTA IF-535 No 2 28 27
INTA IF-535 No 3 25 26
INTA IF-535 No 4 27 26
INTA IF-535 No 5 22 27
INTA IF-535 No 6 27 25
INTA IF-535 No 7 25 27
INTA IF-535 No 8 34 26
INTA IF-536 No 1 23 23
INTA IF-536 No 2 21 22
INTA IF-536 No 3 25 22
INTA IF-536 No 4 20 23
INTA IF-536 No 5 20 24
INTA IF-536 No 6 28 24
INTA IF-536 No 7 20 23
INTA IF-536 No 8 25 22
INTA IF-534 Si 1 25 25
INTA IF-534 Si 2 25 28
INTA IF-534 Si 3 27 26
INTA IF-534 Si 4 27 25
INTA IF-534 Si 5 26 26
INTA IF-534 Si 6 29 24
INTA IF-534 Si 7 26 26
INTA IF-534 Si 8 26 28
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INTA IF-535 Si 1 30 24
INTA IF-535 Si 2 23 25
INTA IF-535 Si 3 27 25
INTA IF-535 Si 4 27 26
INTA IF-535 Si 5 24 26
INTA IF-535 Si 6 25 27
INTA IF-535 Si 7 23 25
INTA IF-535 Si 8 22 24
INTA IF-536 Si 1 20 22
INTA IF-536 Si 2 18 21
INTA IF-536 Si 3 21 21
INTA IF-536 Si 4 25 23
INTA IF-536 Si 5 20 22
INTA IF-536 Si 6 20 23
INTA IF-536 Si 7 24 22
INTA IF-536 Si 8 25 21

. . N . Ensayo1l Ensayo 2
Aislamiento  Quitosano Repeticion ——————

Dia 3 Dia 3
INTA IF-549 No 1 40 40
INTA IF-549 No 2 40 40
INTA IF-549 No 3 40 40
INTA IF-549 No 4 40 40
INTA IF-549 No 5 40 40
INTA IF-549 No 6 40 40
INTA IF-549 No 7 39 40
INTA IF-549 No 8 40 40
INTA IF-613 No 1 40 40
INTA IF-613 No 2 39 40
INTA IF-613 No 3 40 40
INTA IF-613 No 4 40 40
INTA IF-613 No 5 40 40
INTA IF-613 No 6 40 40
INTA IF-613 No 7 40 40
INTA IF-613 No 8 40 40
INTA IF-614 No 1 40 40
INTA IF-614 No 2 40 40
INTA IF-614 No 3 40 40
INTA IF-614 No 4 39 40
INTA IF-614 No 5 40 40
INTA IF-614 No 6 40 40
INTA IF-614 No 7 40 40
INTA IF-614 No 8 40 40
INTA IF-630 No 1 40 40
INTA IF-630 No 2 40 40
INTA IF-630 No 3 39 40
INTA IF-630 No 4 40 40
INTA IF-630 No 5 40 40
INTA IF-630 No 6 40 40
INTA IF-630 No 7 40 40
INTA IF-630 No 8 40 40
INTA IF-549 Si 1 40 40
INTA IF-549 Si 2 40 40
INTA IF-549 Si 3 40 40
INTA IF-549 Si 4 39 40
INTA IF-549 Si 5 40 40
INTA IF-549 Si 6 40 40
INTA IF-549 Si 7 40 40
INTA IF-549 Si 8 40 40
INTA IF-613 Si 1 39 40
INTA IF-613 Si 2 40 40
INTA IF-613 Si 3 40 40
INTA IF-613 Si 4 40 40
INTA IF-613 Si 5 40 40
INTA IF-613 Si 6 40 40
INTA IF-613 Si 7 40 40
INTA IF-613 Si 8 40 40
INTA IF-614 Si 1 23 40
INTA IF-614 Si 2 23 36
INTA IF-614 Si 3 23 40
INTA IF-614 Si 4 24 40
INTA IF-614 Si 5 24 40
INTA IF-614 Si 6 23 40
INTA IF-614 Si 7 24 39
INTA IF-614 Si 8 24 40
INTA IF-630 Si 1 31 40
INTA IF-630 Si 2 31 40
INTA IF-630 Si 3 31 40
INTA IF-630 Si 4 31 40
INTA IF-630 Si 5 31 40
INTA IF-630 Si 6 31 40
INTA IF-630 Si 7 32 40
INTA IF-630 Si 8 31 40
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