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RESUMEN

El objetivo de la presente Tesis fue evaluar la eficacia de distintos tratamientos con fungicida
sobre la eliminacion del hongo endofito Epichloé coenophiala en distintos genotipos de
plantas de festuca alta infectadas. Se colectaron en el campo tres “matas” (plantas madres,
genotipos) de festuca alta en una pastura naturalizada (mas de 10 anos de implantacion)
en un establecimiento dedicado a la cria y recria vacuna, ubicado en el Partido de General
Guido. De cada una de las matas recolectadas, se obtuvieron la mayor cantidad de macollos
(clones) que se trasplantaron en macetas plasticas con suelo homogeneizado y se ubicaron
en un invernaculo en la Unidad Integrada Balcarce. Se utilizé un fungicida comercial cuyos
grupos quimicos eran: triazol (1,6%), metoxiacrilato (0,96%), imidazol (45%) mas un
coadyuvante (20%). Se probaron siete tratamientos: T1 (testigo); T2: una sola aplicacién de
Dosis 1 (D1); T3: una sola aplicacién de Dosis 2 (D2); T4: dos aplicaciones de D1; T5: dos
aplicaciones de D2; T6: tres aplicaciones de D1; T7: tres aplicaciones de D2. Siendo
D1 =25 mi/planta y D2, el doble de la misma. Los tratamientos fueron aplicados con la
ayuda de rociador sobre la planta. En total se utilizaron 84 macetas (7 tratamientos x 4
repeticiones x 3 genotipos). Las plantas se cultivaron hasta completar el ciclo reproductivo
y, durante diciembre de 2023, se cosecharon las semillas de cada planta. Se realiz6 el
analisis microscépico de 60 semillas cosechadas de cada planta de festuca alta para
corroborar la condicidon de infeccion y corroborar asi, la eficiencia de transmision del
endofito de la planta madre a su progenie (semillas). A fin de corroborar la viabilidad del
hongo enddfito en las semillas analizadas y evitar la “posible confusion entre hifas vivas y
muertas”, se sembraron 5 semillas de cada planta en macetas plasticas conteniendo tierra
del horizonte superficial de un suelo agricola y se realizo el diagndstico de la presencia del
hongo enddfito en las plantas obtenidas. Bajo nuestras condiciones experimentales, los
tratamientos con fungicida evaluados fueron eficaces en la eliminacion del enddfito. La
respuesta observada en el diagnéstico de la presencia del hongo enddfito en las semillas
también se reflejé en las plantas obtenidas. Sin embargo, la eficacia de los tratamientos,

dependié de la dosis aplicada y del niumero de aplicaciones.

Palabras clave: Festuca arundinacea, Epichloé coenophiala, fungicida, transmision

vertical, viabilidad.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Definicién del problema

Festuca alta es una graminea C3 perenne de crecimiento otofo-inverno-primaveral,
cultivada para uso forrajero en ambientes templado-humedos y sub-hiumedos de todo el
mundo (Mazzanti et al., 1992; Gibson y Newman, 2001; Young et al., 2013). En la actualidad
se encuentra ampliamente difundida ya que ha sido comercialmente introducida en América
del Norte y del Sur, y en Oceania (Hannaway et al., 1999; Fribourg y Hannaway, 2007). En
Argentina, es uno de los componentes mas importantes de los pastizales (Roitman vy
Preliasco, 2018) y una de las gramineas mas utilizadas en la siembra de pasturas (PGG
Wrightson Seeds, 2018).

Entre las principales cualidades agrondmicas de festuca alta se destacan su alta
productividad, especialmente en invierno, alta palatabilidad en comparacion con la mayoria
de los pastos nativos, perennidad y plasticidad adaptativa frente a un amplio rango de
condiciones climaticas y edaficas (Mazzanti et al., 1992; Petigrosso et al., 2019a). Es una
forrajera que, manejada adecuadamente, puede alcanzar valores de digestibilidad de la
materia seca de 70-75%, con contenidos de proteina bruta superiores al 15% y de fibra
detergente neutro de 50% (Agnusdei y Di Marco, 2014). Por otra parte, presenta moderada
tolerancia a la salinidad (Maas, 1986), por lo que su supervivencia es afectada con valores
de conductividad eléctrica cercanos a 4 dS m™ (Shannon, 1997).

Esta forrajera crece alcanzando de 50 a 150 cm de altura en estado reproductivo,
presenta hojas asperas por la parte superior y brillantes y suaves por el envés, auriculas y
ligulas muy pequenas (Figura 1). La lamina en su unién con la vaina tiene pelos pequenos,
de prefoliacion convolutada o enrollada. Las hojas aparecen en gran numero en la base del
tallo y son muy erectas y largas, lo cual da a la planta un aspecto caracteristico
inconfundible. En la base de la planta se forman pequefios rizomas en los cuales acumula
las sustancias de reservas. La inflorescencia es una panoja laxa, con numerosas
espiguillas, cada de una de las cuales posee entre 3 a 10 flores. El peso de 1000 semillas
varia entre 1,5y 2,2 g (Cabrera, 1970; De Battista, 1989; Maddaloni y Ferrari, 2005). Una
caracteristica propia de festuca alta es la importante cantidad de semillas caedizas a la
madurez (Dell’Agostino, 2008). El sistema radicular es denso en superficie, a la vez que
algunas raices pueden descender mas profundo, lo cual hace que sea utilizable en la
conservacion de suelos, dado que fija bien el terreno frente a la erosiéon. Esta especie se

encuentra en suelos profundos y fértiles, pero tolera perfectamente suelos muy variados,



desde acidos a basicos y de encharcados a muy secos (Maddaloni y Ferrari, 2005; Lattanzi
et al., 2007; Dell’Agostino, 2008).

X B

Figura 1. Festuca arundinacea Schreb. a. planta al estado vegetativo; b. ligula y auriculas;
c. inflorescencia; d. espiquilla; e. antecio (cariopse vestido) cara ventral mostrando resto de
raquilla; f. antecio cara dorsal (Extraido de Maddaloni y Ferrari, 2005).

Como otras gramineas Cs, festuca alta puede establecer una relacion simbidtica con
hongos enddfitos asexuales de transmision vertical a través de semillas infectadas
(Petigrosso et al., 2019a). La asociacion entre hongos del género Epichloé (Leuchtmann et
al., 2014), anteriormente clasificado como Neotyphodium Glenn, Bacon & Hanlin (=
Acremonium Morgan-Jones & Gams) (Glenn et al., 1996) y gramineas otofio-invernales
estd ampliamente documentada (Siegel et al., 1987; White, 1993; Clay y Schardl, 2002;
Petigrosso et al., 2019a). La importancia agronémica de esta asociacion esta dada, por un
lado, por los efectos beneficiosos observados en la graminea, sobre su crecimiento y la

tolerancia a estreses bidticos y abidticos (Malinowski y Belesky, 2000; White y Torres, 2009;
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Omacini et al., 2013) inducidos por la simbiosis graminea-hongo, y por otro lado, evidencias
de toxicidad provocadas en el ganado que consume plantas infectadas (Bacon et al., 1977;
Hoveland, 1993; De Battista et al., 1995; Canton et al., 2016; Garcia et al, 2017)
ocasionando la patologia denominada “festucosis”.

El enddfito que infecta a la festuca alta, Epichloé coenophiala (Leuchtmann et al,,
2014) (= Neotyphodium coenophialum) es asintomatico y su dispersion se limita a semillas
infectadas (Clay y Schardl, 2002; Figura 2) permaneciendo viable en el suelo (Fernandez
et al., 2007). Es un hongo que no se dispersa por esporas ni por el polen de las plantas
infectadas (Clay y Schardl, 2002). El micelio del enddfito es abundante entre las células de

la vaina de las hojas y presenta baja densidad en la lamina foliar (White et al., 1993).

Simbionte (enddfito) en
semilla

Simbionte en planta adulta

P
> .

Figura 2. Ciclo de vida de las formas asexuales de Epichloé spp. (Adaptado de Clay y
Schardl, 2002).

Simbionte creciendo en el
ovario de la flor

La asociacion graminea-enddfito es del tipo simbidtica-mutualista (Siegel et al.,
1987; White y Torres, 2009; Petigrosso et al., 2019a). Los enddfitos se benefician en la
asociacion por tener asegurada su nutricion, dispersion y supervivencia (Siegel et al., 1987),
y dado que se localizan intercelularmente, se ha sugerido que podrian utilizar nutrientes del
apoplasto, principalmente azucares y compuestos nitrogenados que difunden desde el

citoplasma (Bacon, 1993).



Las plantas de festuca colonizadas con enddfitos se benefician por la sintesis de
alcaloides que le otorgan resistencia bidtica y abidtica en condiciones de estrés (Clay, 1987;
Omacini et al., 2001; Decunta et al., 2021). En este sentido, se ha observado un aumento
de su crecimiento, biomasa, tolerancia a heladas y sequias y resistencia al estrés por déficit
de nitrégeno (Arechavaleta et al., 1989; De Battista, 1989; Lyons et al., 1990; Malinowski y
Belesky, 2000; Schardl et al., 2004; Decunta et al., 2021; Manzur et al., 2022) lo que resulta
en un aumento de la tolerancia a suelos marginales. Asimismo, el mutualismo se traduce
en resistencia a insectos (Latch et al., 1985; West y Gwinn, 1993; Arnold et al., 2003), asi
como a vertebrados herbivoros (Cheplick y Clay, 1988; Penrose et al., 2000; Schardl, 2010).
Sin embargo, esta relacion entre el enddfito y la planta podria transformarse en parasitica
dependiendo del genotipo de la asociacién, de las condiciones ambientales y del costo que
significaria a la planta mantener el hongo (Faeth y Sullivan, 2003; Petigrosso et al., 2019a).

En la asociacion, el endofito produce toxinas y estimula a su hospedante para que
sintetice alcaloides y otros metabolitos secundarios, y de esta manera protegerse de
insectos, nematodos, y ciertas enfermedades (De Battista, 1989; Schardl y Phillips, 1997;
Young et al., 2013). Los principales grupos de alcaloides, variando de acuerdo a la especie
vegetal, son los ergoalcaloides, las peraminas y las lolinas. Tanto las peraminas como las
lolinas son los alcaloides mas potentes contra insectos, y los ergoalcaloides los mas
potentes contra los mamiferos herbivoros (Schardl y Phillips, 1997).

La toxicidad en el ganado vacuno suele expresarse en primavera-verano, y se la
denomina “sindrome hipertérmico o asoleamiento”, siendo algunos de sus sintomas:
disminucion del peso, pelo hirsuto, fiebre, respiracién agitada y menor ganancia de peso
diaria de los animales (Stuedemann et al., 1988; Peters et al., 1989; Odriozola et al., 1993).
Si la enfermedad se expresa en otofio-invierno se la conoce como “pie de festuca” y los
principales sintomas son, ademas de pelo hirsuto, diarrea, renguera y, en casos extremos,
gangrena seca en las pezufias (Jacobson et al., 1969). En nuestro pais los antecedentes
de toxicidad en festuca alta se remontan al afio 1972, cuando el Grupo de Patologia de la
EEA Balcarce del INTA efectud el primer diagnéstico de “festucosis” (Campero, 1996).

Por otro lado, para evaluar el comportamiento de las diferentes poblaciones de
festuca alta, donde encontramos individuos infectados con el hongo enddfito (E+) y no
infectados (E-), se requiere uniformidad genética a fin de minimizar interacciones genotipo-
ambiente que pueden enmascarar o confundir las respuestas observadas. En este sentido,
son escasos los estudios que han investigado los efectos de la aplicacion de fungicidas

sistémicos en la remocion del hongo enddéfito en plantulas y plantas de gramineas,
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posiblemente porque los antecedentes registrados, indican que estos tratamientos no han
sido efectivos (Latch y Christensen, 1988, Dernoeden et al., 1990; Hill y Brown, 2000). Si
bien es posible eliminar el hongo enddfito en plantas de raigras perenne y de festuca alta,
la efectividad de los tratamientos varia segun el tipo de fungicida sistémico, tiempo de
exposicion y concentracion del producto (Saiga et al.,, 2003). Ademas, la aplicacion de
fungicida en macollos de festuca infectada puede provocar la mortalidad de algunos de ellos
(Petigrosso et al., 2012).

Hill y Brown (2000), en un estudio en condiciones controladas en invernaculo,
encontraron que aplicaciones del fungicida sistémico propiconazol (5%), eliminé el enddfito
en plantulas de festuca, mientras que las aplicaciones de los fungicidas de contacto
terrazole y chloroneb, no afectaron la viabilidad del enddfito. Petigrosso et al. (2012)
investigaron el posible efecto inhibidor de cuatro fungicidas (i.e., fosetil aluminio,
metconazole, azoxistrobina y carbendazim), aplicados en diferentes concentraciones vy,
hallaron que, el hongo enddfito fue eliminado con los fungicidas metconazole y
azoxistrobina y no hubo efecto con los restantes. No obstante, el primero presentd signos
de fitotoxicidad comparado con el testigo y no se registraron interacciones fungicida por
dosis. Recientemente, Petigrosso et al. (2019b) evaluaron el efecto de diferentes dosis de
los fungicidas Almagor® (triazol + imidazol) y Amistar® (derivados del acido [3-
metoxiacrilico) sobre la persistencia del hongo endoéfito en plantas de cuatro genotipos de
festuca alta. Estos autores encontraron que, mientras el fungicida Amistar® no tuvo ningun
efecto, AlImagor® fue 100% efectivo en todas las dosis probadas. Por lo tanto, concluyeron
que resulta promisorio el uso de Almagor® ya que, al interrumpir el proceso de transmision
vertical, podria aumentar la proporcién de semillas libres de endofito en el banco de semillas

del suelo.

En base a los antecedentes antes mencionados y, considerando que son escasos
los experimentos que analizan la eliminacion de hongos enddfitos del género Epichloé en
macollos de plantas de festuca alta mediante el uso de fungicidas sistémicos, se establecen

las siguientes hipotesis de estudio:
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1.2. Hipétesis

H1. La viabilidad del hongo enddfito en plantas de festuca alta es anulada por los
tratamientos con funguicida a evaluar, independientemente del genotipo de festuca

alta.

H2. La eficacia en la eliminacion del hongo enddfito en plantas de festuca alta depende de

la dosis de fungicida empleada y la cantidad de aplicaciones.

Objetivo General

Evaluar la eficacia de distintos tratamientos con fungicida sobre la eliminacion del
hongo enddfito Epichloé coenophiala en distintos genotipos de plantas de festuca alta

infectadas.

Objetivos Especificos

e Determinar la presencia del hongo enddfito en semillas cosechadas de plantas de

festuca alta infectadas bajo tratamiento con fungicida.

e Determinar la viabilidad del hongo enddéfito en plantas originadas de semillas

cosechadas de plantas de festuca alta infectadas bajo tratamiento con fungicida.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Diseno y conduccion del experimento

Durante el afio 2023, se realizé un experimento bajo condiciones controladas en un
invernaculo de la Unidad Integrada Balcarce: Facultad de Ciencias Agrarias, UNMdP — EEA
Balcarce, INTA (latitud: 37° 45' 48" S; longitud: 58° 17' 51" O; altitud: 130 m.s.n.m.). Se
colectaron en el campo tres “matas” (plantas madres, genotipos) de festuca alta en una
pastura naturalizada (mas de 10 afios de implantacion) en un establecimiento dedicado a
la cria y recria vacuna, ubicado en el Partido de General Guido (Figura 3). Se corrobor¢ la
condicion de infeccion (en adelante, E+) de las “matas” colectadas mediante el analisis
microscopico en macollos (Belanger, 1996). De esas matas E+ se extrajo la mayor cantidad
posible de macollos (clones, Figura 3), los que se acondicionaron en bandejas plantineras
conteniendo sustrato 3:1 (tierra: enmienda organica). Después de un periodo de 30 dias de
aclimatacion de los macollos al ambiente, se realizé el trasplante a una maceta mas grande
(de 3 L; Figura 4). Las macetas se mantuvieron libres de malezas y sin restricciones hidricas

ni nutricionales durante el periodo experimental.

Figura 3. Pastura de festuca alta muestreada en un establecimiento del Partido de General
Guido (a). Plantas madres (“matas”) recolectadas para su posterior fraccionamiento en
macollos (c) para la realizacién del experimento.
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2.2. Tratamientos con fungicidas

Cuando cada planta de festuca alta E+ tenia =10 macollos, se aplicaron distintos
tratamientos de un fungicida para eliminar el hongo enddfito (Figura 4). Se utilizé un
fungicida comercial de acuerdo con ensayos previos (Petigrosso et al., 2019b), cuyos
grupos quimicos eran: triazol (1,6%), metoxiacrilato (0,96%), imidazol (45%) mas un
coadyuvante (20%). Se probaron siete tratamientos: T1 (testigo); T2: una sola aplicacién de
Dosis 1 (D1); T3: una sola aplicacion de Dosis 2 (D2); T4: dos aplicaciones de D1; T5: dos
aplicaciones de D2; T6: tres aplicaciones de D1; T7: tres aplicaciones de D2. Siendo
D1 = 25 ml/planta y D2, el doble de la misma.

Los tratamientos fueron aplicados con la ayuda de rociador sobre la planta. En total
se utilizaron 84 macetas (7 tratamientos x 4 repeticiones x 3 genotipos). Las macetas se
mantuvieron libres de malezas y sin restricciones hidricas ni nutricionales durante el periodo
experimental. Las plantas se cultivaron hasta completar el ciclo reproductivo y, durante

diciembre de 2023, se cosecharon las semillas de cada planta (Figura 4).

14



g
LR

Wa

b

e 3
’!\‘m i

-

o .

Figura 4. Vista de algunas macetas con plantas de festuca alta infectadas (E+) de distintos
genotipos, sobre las cuales se realizé la aplicacion de los tratamientos con fungicida, en
estado vegetativo (a, b, c) y en estado reproductivo (d) y cosecha manual de semillas de

las panojas (e, f).
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2.3. Variables medidas y evaluadas

Diagnéstico de la presencia del hongo endo6fito en cariopses (semillas)

Se realiz6 el analisis microscopico de 60 semillas cosechadas de cada planta de
festuca alta para corroborar la condicién de infeccién y corroborar asi, la eficiencia de
transmision del enddfito de la planta madre a su progenie (semillas). Para ello, se realizd
un pretratamiento que consistié en sumergir las semillas en hidroxido de sodio (Na OH) al
5 % a temperatura ambiente por 12 h. Luego de ese tiempo, las semillas se enjuagaron con
agua y se colocaron individualmente sobre un portaobjeto para separar las glumelas y
proceder a su tincidén (coloraciéon directa) con una gota del colorante rosa de bengala
durante 2-3 minutos (Figura 5). Posteriormente, se colocé un cubreobjeto y se observé al
microscopio 6ptico Olympus CHK (400x) la presencia de hifas del hongo asexual antes
mencionado entre las células aleuroniferas del endosperma (Saha et al., 1988). Asi, se
determiné la presencia o no del enddfito en las semillas. La ausencia del enddfito en las
semillas cosechadas de las plantas tratadas, indica que el tratamiento con fungicida fue
“eficaz”, es decir, permite “frenar” el proceso de transmision del endofito desde la planta

madre a las semillas cosechas (Petigrosso et al., 2019b).
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Figura 5. Momento del diagndstico de la presencia del endéfito en semillas (a,b) y, detalle
de una semilla libre de enddfito (c) y de otra, infectada (d). Aumento 400x.

Viabilidad del hongo enddfito en plantas originadas a partir de semillas cosechadas
de plantas tratadas con fungicidas

A fin de corroborar la viabilidad del hongo enddfito en las semillas analizadas y evitar
la “posible confusion entre hifas vivas y muertas”, tal como lo postula Vinton y Horning
(2001), se sembraron 5 semillas de cada planta en macetas plasticas de 1 L conteniendo
tierra del horizonte superficial (0-20 cm) de un suelo agricola (Figura 6) y se realizo el

diagnéstico de la presencia del hongo enddfito en las plantas obtenidas.
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Figura 6. Siembra de semillas de festuca alta cosechadas de las plantas tratadas con
fungicida, en macetas plasticas.

Cuando las plantas tenian entre 30 y 45 dias de emergidas, se determind la
viabilidad del endéfito mediante la observacion microscépica de hifas entre las células
parenquimaticas en las vainas de las hojas de las plantas, mediante coloracion directa
(Belanger, 1996). Para ello, primeramente, se extrajo cada planta de festuca alta de su
respectiva maceta, manteniendo su identificacion (Figura 7). Luego, se trabajo con los
primeros milimetros de la base de cada vaina foliar del macollo, donde se raspé el tejido
parenquimatico de la base de la vaina sobre un portaobjeto (Belanger, 1996).
Posteriormente, se agregd colorante (rosa de bengala), se cubri6 la muestra con el
cubreobjeto y se observd al microscopio 6ptico (400x). Se consideraron macollos E+
aquellos que presentaron hifas del hongo enddfito entre las células parenquimaticas de la

vaina foliar (Figura 7).
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Figura 7. Extraccion de plantas de festuca alta de cada maceta (a, b) y detalle de las hifas
(flecha) del hongo enddfito entre las células parenquimaticas (c). Aumento 400x.

2.4. Andlisis estadisticos

Los valores de las variables medidas en los diferentes tratamientos fueron
sometidos al andlisis de varianza y ante diferencias significativas entre tratamientos
(a=0,05) las medias se compararon mediante el test de minima diferencia significativa
(MDS, p<0,05). Todos los analisis se realizaron empleando el software estadistico R (R
Development Core Team, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Presencia del hongo endoéfito en semillas

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se hallé interaccion significativa entre el
tratamiento con fungicida aplicado y el genotipo de festuca alta (F12= 0,580; p = 0,849), ni
efecto simple del genotipo (F2 = 0,741; p = 0,481). Solamente se registré efecto simple del
tratamiento con fungicida (Fs = 182,471; p <0,001). Asi, el tratamiento T2 (i.e., una sola
aplicacion de D1) fue el tratamiento con menor efectividad (= 31%, Tabla 1) en frenar la
transmision del endodfito desde la planta madre a las semillas, independientemente del
genotipo evaluado. Sin embargo, cuando se realizaron dos y tres aplicaciones de D1 (T4 y
T6, respectivamente) la eficacia de control fue mayor, entre 74% - 82% (Tabla 1). Los
tratamientos T3, TS5y T7 (i.e., una, dos y tres aplicaciones, respectivamente de D2) fueron
mas efectivos en frenar la transmision del endéfito (entre 97% - 100%), en los tres genotipos
(Tabla 1). Las semillas del tratamiento testigo (T1) dieron 100% al diagnéstico de la

presencia del enddfito.

Tabla 1. Eficacia (%, media * error estandar) de distintos tratamientos de un fungicida
aplicados en plantas de festuca alta de distintos genotipos (G), en frenar la transmision del
hongo enddfito a las semillas cosechadas (i.e., el enddfito no esta presente en las semillas).
Letras iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Eficacia (%)

Tratamiento

G1 G2 G3 Promedio
T1 0+0 0+0 0+0 0+0 d
T2 328+29 298+39 29,7+38 30,8+28 ¢
T3 75,5+1,8 725+11 73,1+1,3 73,7+13 b
T4 80,2+ 1,3 835+1,5 81,5+1,0 81,7+12 b
T5 946+ 1,1 96,0+ 2,0 100+0 96,9+10 a
T6 100+ 0 1000 98,5+ 1,1 995+04 a
T7 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 a

3.2. Presencia del hongo endéfito en plantas

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se hallé interaccion significativa entre el
tratamiento con fungicida aplicado y el genotipo de festuca alta (F12= 0,798; p = 0,650), ni
efecto simple del genotipo (F, = 0,276; p = 0,759) sobre la presencia del hongo enddfito en
las plantas. Solamente se registro efecto simple del tratamiento con fungicida (Fs = 82,998;
p < 0,0001). EI mayor porcentaje de presencia de enddfito en las plantas de festuca alta se

registré en el tratamiento T2 (Tabla 2), es decir, en las plantas originadas de semillas
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cosechadas de plantas que recibieron una sola aplicacién de D1. En los tratamientos T3,
T5 y T7 (i.e., una, dos y tres aplicaciones, respectivamente de D2) se observaron los
menores porcentajes de presencia del enddfito en las plantas (Tabla 2). Las plantas
obtenidas de las semillas cosechadas de las plantas del tratamiento testigo (T1) dieron

100% al diagnéstico de la presencia del enddfito.

Tabla 2. Presencia de enddfito (%, media + error estandar) en plantas de tres genotipos (G)
de festuca alta de festuca alta originadas de semillas cosechadas de plantas madres que
recibieron distintos tratamientos de un fungicida para frenar la transmisién del hongo
enddfito. Letras iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos (p < 0,05).
Presencia de endéfito en plantas (%)

Tratamiento

G1 G2 G3 Promedio
T1 100+ 0 1000 100+ 0 1000 a
T2 90+ 5,2 100+ 0 100+0 96,7+35 a
T3 725+10,7 50,0+52 80,0+128 67,5+105 b
T4 375+57 425+1)5 350+11,3 38,3+122 ¢
T5 10,0+ 3,9 50+20 10+36 8,33+29 d
T6 50+2,6 50+3,5 50+11 500+14 d
T7 50+28 50+1,9 0+0 3,33+18 d
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4. DISCUSION

Existe informacion, aunque escasa y no reciente, que muestra resultados positivos
en el control del hongo enddfito en semillas de festuca alta por medio de fungicidas
sistémicos (Williams et al., 1984; Costa y De Batista, 1988; Maddaloni et al., 1989b). Sin
embargo, como fue mencionado anteriormente (ver Introduccién), muchos fungicidas han
sido ineficaces en controlar al endodfito cuando fueron aplicados en plantas (Latch y
Christensen, 1988, Dernoeden et al., 1990; Petigrosso et al., 2012).

Bajo nuestras condiciones experimentales, los tratamientos con fungicida evaluados
fueron eficaces en la eliminacion del enddfito (Tablas 1 y 2). La respuesta observada en el
diagnéstico de la presencia del hongo endéfito en las semillas también se reflejé en las
plantas obtenidas. Sin embargo, la eficacia de los tratamientos, dependié de la dosis
aplicada y del numero de aplicaciones (Saiga et al., 2003).

Los resultados obtenidos en el marco de esta Tesis son alentadores en la tematica
en cuestion, pero no podemos asegurar (con las variables respuesta analizadas), que las
plantas madres, luego de la aplicacion de los tratamientos con fungicida quedaran
completamente libres del hongo enddfito. A pesar de esto, mas alla de comprender lo que
exactamente ocurrié, es decir, si hubo una erradicacion del hongo en toda la planta o, si
simplemente se interrumpid el proceso de transmision vertical, nuestros resultados indican
que el hongo enddfito Epichloé coenophiala presentd susceptibilidad al fungicida utilizado
en este Experimento, durante el estado vegetativo de las plantas madres y no afecto el
crecimiento de las mismas. Esto es importante aclararlo, dado que, bajo ciertas
condiciones, los agroquimicos pueden producir dafios en las plantas tratadas, provocando
fitotoxicidad. Algunos de estos sintomas pueden ser la aparicion de manchas negras,
necrosis en las hojas, amarillamiento foliar, retraso en el crecimiento o, eventualmente, la
muerte de las plantas. Segun Herzfeld y Sargent (2008), |a fitotoxicidad en las plantas puede
surgir como consecuencia de la sensibilidad especifica de la planta al producto quimico
aplicado; del uso de una dosis excesiva de aplicacion, aplicaciones demasiado frecuentes,
dilucion inadecuada del producto, mezclas inadecuadas de productos y/o la aplicacion de
productos en un estadio de desarrollo inadecuado del cultivo.

Por otro lado, es importante tener presente que los tratamientos con fungicida se
aplicaron cuando las plantas estaban en estado vegetativo (ver Materiales y Métodos). En
esta etapa fenoldgica de la planta, existe una alta relacion entre el area foliar y el micelio

del hongo, asegurando que el fungicida sea absorbido y traslocado a los meristemas
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(Petigrosso et al., 2019b). Durante el periodo experimental, las plantas fueron regadas y los
fungicidas se aplicaron a media mafana, por lo que las plantas estaban “fisiol6gicamente
activas” en términos de fotosintesis y transpiraciéon. Todos estos aspectos, deben tenerse
en cuenta para aumentar las posibilidades de aplicar con éxito esta técnica, dado que, como
fue mencionado anteriormente (ver Introduccién), existen estudios que demuestran
diferencias en la efectividad de fungicidas para eliminar el hongo enddfito de plantas de
festuca de alta. Esto podria deberse a un modo de accion diferente del fungicida,
mecanismos de tolerancia o resistencia presentes en el hongo enddfito, asi como el
genotipo de la planta y las condiciones ambientales bajo las cuales crecieron (Saiga et al.,
2003; Petigrosso et al., 2019b).

Por otro lado, nuestros resultados corroboran lo hallado por Saiga et al. (2003).
Estos autores probando diferentes fungicidas en la remociéon del hongo enddfito en
macollos de raigras perenne y festuca alta, concluyeron que el porcentaje de remocion del
hongo aumentaba con la dosis de fungicida. En nuestro caso, cuando se analizaron las
semillas de las plantas tratadas (Tabla 1) y las plantas obtenidas (Tabla 2), los porcentajes
de eliminacion del endoéfito fueron mas altos cuando se aplicé una dosis mayor y se

realizaron mas de una aplicacion.

Comentarios finales

El objetivo de esta Tesis apuntd a proveer conocimientos sobre la eficacia de
diferentes tratamientos con un fungicida sistémico sobre la eliminacion del hongo endofito
en plantas de distintos genotipos de festuca alta infectados. La informacién generada es de
gran importancia agronémica, dado que muchos pastizales y pasturas del sudeste de la
provincia de Buenos Aires se encuentran infectados con este hongo endofito, ocasionando
importantes pérdidas economicas (festucosis). Ademas, los resultados obtenidos son gran
interés para su aplicabilidad en investigaciones que requieren disponer de semillas tanto
libres como infectadas de una misma poblacion (genotipo).

Es importante aclarar que, la informacion obtenida de esta Tesis, debe ser
complementada con el analisis de la calidad de las semillas obtenidas. Esto es necesario
dado que, existen trabajos cientificos que indican que algunos fungicidas provocan una
disminucion de la energia y/o del poder germinativo de la semilla, menor crecimiento y
deformacion de las plantulas (Petigrosso et al., 2019b). Por ultimo, los resultados obtenidos

deberan corroborarse con ensayos a campo y contemplar otros factores propios del
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ambiente como de la aplicacién (e.g., calibracion de la maquina, momento de aplicacion,

velocidad del viento, tamafo de las plantas).
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5. CONCLUSIONES

En funcion de los resultados obtenidos para nuestras condiciones experimentales, y en

base a las hipotesis planteadas, podemos concluir que:

¢ No rechazamos la Hipétesis 1, “La viabilidad del hongo enddfito en plantas de
festuca alta es anulada por los tratamientos con funguicida a evaluar,

independientemente del genotipo de festuca alta”.

¢ No rechazamos la Hipétesis 2, “La eficacia en la eliminacion del hongo enddfito en
plantas de festuca alta depende de la dosis de fungicida empleada y la cantidad de

aplicaciones”.

Esto se fundamenta en que todos los tratamientos con fungicida evaluados fueron
eficaces en la eliminacion del enddfito en las plantas de los tres genotipos de festuca alta.
Sin embargo, la eficacia de los tratamientos, dependié de la dosis aplicada y del nUmero de

aplicaciones.
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