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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar i) la eficacia de distintos tratamientos con una mezcla de fungicidas sobre la eliminaciéon del
hongo endofito Epichloé coenophiala en distintos genotipos de festuca alta infectadas bajo condiciones controladas, vy ii) el efecto
fitotoxico del fungicida sobre la calidad de las semillas cosechadas, en variables asociadas a la germinacion y emergencia. Se colectaron
tres plantas (genotipos) infectadas de festuca alta de una pastura naturalizada (General Guido, Bs. As.). De cada una de las plantas, se
obtuvieron 28 clones (macollos con raices) que se trasplantaron individualmente a macetas y se ubicaron en un invernaculo en
condiciones controladas. Cuando cada clon tenia =10 macollos, se aplicaron los tratamientos con fungicida. Se utilizé una mezcla de
fungicida [triazol (1,6%), metoxiacrilato (0,96%), imidazol (45%) mas un coadyuvante (20%)]. Se utilizaron dos dosis, D1 25 ml/plantay
D2 50 ml/planta. Se probaron siete tratamientos: T1 (testigo); T2: una sola aplicacidn de Dosis 1 (D1); T3: una sola aplicacién de Dosis 2
(D2); Ta: dos aplicaciones de Ds; Ts: dos aplicaciones de D2; Te: tres aplicaciones de D1; T7: tres aplicaciones de D2. Los tratamientos se
aplicaron con un rociador sobre la planta. Las plantas se cultivaron hasta completar el ciclo reproductivo y cosechar semillas. Los
tratamientos con fungicida fueron eficaces en la eliminaciéon del enddfito tanto en las semillas cosechadas como en las plantas
obtenidas. La eficacia dependié de la dosis y del nimero de aplicaciones. La D2 fue siempre efectiva en frenar la transmision del
enddfito en los tres genotipos, en cambio, la D1 fue efectiva desde dos aplicaciones, aunque con menor eficacia. Todos los tratamientos
con fungicida provocaron una disminucion (=20%) de la longitud de radicula y de coledptilo de las plantulas, respecto al control; sin
embargo, no afectaron la energia germinativa ni poder germinativo de las semillas cosechadas. Los resultados son alentadores, dado
que, los tratamientos evaluados resultaron eficaces para frenar la transmision del enddfito y no afectarian la calidad de las semillas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate i) the efficacy of different treatments with a mixture of fungicides on the elimination of the
endophytic fungus Epichloé coenophiala in various genotypes of infected tall fescue under controlled conditions, and ii) the phytotoxic
effect of the fungicide on the quality of harvested seeds, in variables related to germination and emergence. Three infected plants
(genotypes) of tall fescue were collected from a naturalized pasture (General Guido, Bs. As.). From each plant, 28 clones (tillers with
roots) were obtained, transplanted individually into pots, and placed in a greenhouse under controlled conditions. When each clone
had approximately 10 tillers, the fungicide treatments were applied. A mixture of fungicide was used [triazole (1.6%), methacrylate
(0.96%), imidazole (45%) plus an adjuvant (20%)]. Two doses were used, D1 25 ml/plant and D2, 50 ml/plant. Seven treatments were
tested: T1 (control); T2: a single application of Dose 1 (D1); Ts: a single application of Dose 2 (D2); Ts4: two applications of D1; Ts: two
applications of D2; Te: three applications of D1; T7: three applications of D2. The treatments were applied using a sprayer on the plants.
The plants were grown until the completion of the reproductive cycle and seed harvesting. The fungicide treatments were effective in
eliminating the endophyte both in the harvested seeds and the obtained plants. The effectiveness depended on the dose and the
number of applications. D2 was always effective in stopping the transmission of the endophyte in all three genotypes, while D1 was
effective after two applications, although with less efficacy. All fungicide treatments caused a reduction (=20%) in the root and
coleoptile length of the seedlings, compared to the control; however, they did not affect the germination energy or germination power
of the harvested seeds. These results are promising, as the evaluated treatments would be effective in halting the transmission of the
endophyte without affecting seed quality.
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Introduccion

Festuca arundinacea Schreb. (festuca alta) es una graminea Cs
perenne de crecimiento otofo-inverno-primaveral, cultivada
para uso forrajero en ambientes templado-himedos y sub-
himedos de todo el mundo (Gibson y Newman 2001; Young et al.
2013; Scheneiter et al. 2015; Scheneiter y Haufmann 2016). Es
originaria del norte de Europa y de la regién mediterranea y, en
la actualidad se encuentra ampliamente difundida ya que ha sido
comercialmente introducida en América del Norte y del Sur, y en
Oceania (Gibson y Newman 2001). En Argentina, es uno de los
componentes mas importantes de los pastizales pampeanos y
una de las gramineas mas utilizadas en la siembra de pasturas,
tanto puras como en mezclas (Principi et al. 2011; Scheneiter y
Haufmann 2016). Entre las principales cualidades agronémicas de
festuca alta se destacan alta productividad, especialmente en
invierno, alta palatabilidad en comparacién 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; Lattanzi et al. 2007; Insua et al. 2013). Por otro lado, festuca
alta puede establecer una asociacidon simbidtica con hongos
endofitos del género Epichloé (Bacon et al. 1977; Leuchtmann et
al. 2014).

El enddfito que infecta a festuca alta, Epichloé coenophiala
(Leuchtmann et al. 2014) (antes conocido como Neotyphodium
coenophialum), es asintomatico (i.e. cumple su ciclo de vida en el
interior de la parte aérea de festuca alta, sin afectar el aspecto
externo de la planta) y su dispersiéon se limita a semillas infectadas
de su hospedante, lo que se conoce como “transmision vertical”
(Clay y Schardl 2002), permaneciendo viable en el suelo
(Petigrosso et al. 2019a). Es un hongo que no se dispersa por
esporas ni por el polen de las plantas infectadas (Clay y Schardl
2002). Los endéfitos se benefician en la asociacién de la cual
obtienen nutricion y dispersion (Siegel et al. 1984) vy, las plantas
colonizadas con enddfitos suelen mostrar mayor crecimiento y
tolerancia a estreses bidticos y abidticos mediante la produccion
de diferentes alcaloides y la estimulaciéon de sintesis de otros
metabolitos como fitohormonas, compuestos fendlicos y
antioxidantes (Clay 1987; De Battista et al. 1990; Malinowski y
Belesky 2000; Saikkonen et al. 2013; Decunta et al. 2021).

Los enddfitos producen y dotan a las plantas de una serie de
metabolitos secundarios, dentro de los cuales los mas estudiados
son los alcaloides (Realini et al. 2024). Las principales micotoxinas
generadas por el enddfito son los ergoalcaloides, los indol-
diterpenos, la peramina y las lolinas (Schardl y Phillips 1997;
Young et al. 2013; Realini et al. 2024). Tanto las peraminas como
las lolinas son los alcaloides mds potentes contra insectos, y los
indol diterpenos y ergoalcaloides afectan a los mamiferos
herbivoros (Bacon et al. 1977; Schardl y Phillips 1997; Evans et al.
2012; Bastias et al. 2017; Realini et al. 2024) llegando a ocasionar
elevadas pérdidas econdmicas en los sistemas de produccidn
ganadera (Evans et al. 2012; Kallenbach 2015). En la ganaderia
bovina se han identificado tres tipos de sindromes relacionados
con el consumo de festuca alta con hongo endéfito: “sindrome
gangrenoso o pie de festuca” en invierno (Plumlee 2004; Klotz et
al. 2016), “necrosis grasa del bovino” (Haschek y Voss 2013; Klotz
2015) y “asoleamiento o sindrome distérmico” en primavera-

verano, siendo este ultimo el que mas pérdidas econdmicas
ocasiona (Campero 1996; Strickland et al. 2011; Rivera et al.
2017; Alfaro et al. 2021).

Diversos relevamientos han indicado que las poblaciones de
festuca alta de la Regién Pampeana presentan niveles de
infeccion cercanos al 100% (Colabelli et al. 2006; Petigrosso et al.
2013; Lacoste et al. 2018; Graff et al. 2020; Poo et al. 2020). Los
altos porcentajes de infeccion y el aumento de la frecuencia de
plantas infectadas en pasturas implantadas con semilla libre de
endofito podria explicarse por diferencias en la produccién de
biomasa y semillas de las plantas libres e infectadas, variaciones
en la eficiencia de trasmisién, y por migraciones de semillas
infectadas (Petigrosso et al. 2019a). Ademas, existen diversos
mecanismos de contaminacién con endéfito, entre los cuales
encontramos el inadecuado manejo del pastoreo en primavera
gue origina la resiembra natural de lotes previamente ocupados
por festuca infectada; la dispersidn de semillas por suministro de
rollos confeccionados con forraje de pasturas de festuca
infectadas, la dispersion por el viento o agua, por maquinaria
agricola o bien por animales domésticos y silvestres, la
germinacion de semillas infectadas presentes en el del banco del
suelo, la diseminacién por heces de semillas infectadas que
sobreviven al pasaje del tracto digestivo (Petigrosso et al. 2019a).

Si bien en Argentina existen investigaciones sobre el manejoy
control de pasturas de festuca alta infectada con hongos
endofitos (Petigrosso et al. 2019abc; Petigrosso y Cantdn 2022),
en los ultimos afios se ha observado un creciente nivel de casos
de festucosis en los animales que consumen festuca alta
infectada en la Cuenca del Salado (Cantdn et al. 2016; Garcia et
al. 2017). Una de las estrategias para disminuir la toxicidad de las
plantas es la remocion del enddfito mediante la aplicacion de
fungicidas sistémicos en plantas (Latch y Christensen 1988;
Dernoeden et al. 1990; Saiga et al. 2003). Sin embargo, estos
tratamientos con fungicidas han sido poco eficaces, exigen
tratamientos repetidos, presentan riesgo de fitotoxicidad vy
tienen un costo elevado (Bilotti et al. 1988; Dernoeden et al.
1990; Hill y Brown 2000). La baja efectividad de los fungicidas
sobre los enddfitos podria deberse a diferentes modos de accién
de los mismos y/o diferentes mecanismos metabdlicos de
tolerancia o resistencia presentes en el hongo endéfito, asi como
al genotipo de la planta hospedante y las condiciones
ambientales en las que crecen (Saiga et al. 2003). También existe
informacién, aunque escasa y no reciente, que muestra
resultados positivos en el control del hongo enddfito en semillas
por medio de fungicidas, siendo el triadimenol el ingrediente
activo utilizado con mas éxito (Siegel et al. 1984; Williams et al.
1984; Costa y De Battista 1988; Maddaloni et al. 1989).
Posiblemente, los escasos antecedentes del uso fungicidas en
semillas se expliquen por el mayor impacto que generaria la
eliminacién del hongo enddfito en plantas establecidas (i.e. se
evitaria posteriormente la competencia entre plantas de festuca
alta infectadas vy libres, tanto entre las libres establecidas o bien
aquellas que se establecen por resiembra natural), y ademas,
porque en estos trabajos se ha sefialado que algunos de los
fungicidas producen cierto grado de fitotoxicidad sobre la calidad
de las semillas, que se expresa en una disminucion de la energia
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y/o del poder germinativo de la semilla, menor crecimiento y
deformacién de las plantulas.

En base a los antecedentes sobre la eliminacién de los hongos
endofitos en plantas y semillas, y dado que no existe una clara
comprension de los efectos de los tratamientos con fungicida
sobre el ciclo de vida de las plantas y su progenie (semillas y
plantulas), en este estudio sometimos a plantas de festuca alta
adultas a diferentes dosis de una mezcla de fungicidas y
verificamos la presencia del endéfito en las semillas cosechadas y
las plantas producidas. El objetivo de este trabajo fue evaluari) la
eficacia de distintos tratamientos con una mezcla de fungicidas
sobre la eliminacion del hongo endofito Epichloé coenophiala en
distintos genotipos de plantas de festuca alta infectadas bajo
condiciones controladas, vy ii) el efecto fitotdxico del fungicida
sobre la calidad de semillas cosechadas de las plantas tratadas,
en variables asociadas a la germinacién y emergencia.

Materiales y Métodos

Sitio de recoleccion de plantas de festuca alta

El 15/05/2023 tres plantas (genotipos) de festuca alta en estado
vegetativo fueron recolectadas con raices, mediante excavacion
a 30 cm de profundidad, en una pastura naturalizada con mas de
10 afos de implantacidn, ubicada en el establecimiento ganadero
“El Pampa” (Partido de General Guido, Buenos Aires, Argentina).
Para asegurar que cada planta fuera un genotipo diferente, habia
al menos mds de 100 m entre si.

Disefio y conduccion del experimento

Las plantas colectadas fueron llevadas al laboratorio de la Unidad
Integrada Balcarce (Facultad de Ciencias Agrarias Universidad
Nacional de Mar del Plata — Estacidon Experimental Agropecuaria
INTA Balcarce; 37°45' S, 58°17' O, 130 m s.n.m.) donde se
corroboré la condicién de infeccion mediante el analisis
microscopico del enddfito en macollos (Belanger 1996). De cada
una de las matas, se obtuvieron 28 clones (macollos con raices)
que se trasplantaron individualmente a macetas plasticas de 3 L
(13,5cm de diametro x 14 cm de profundidad) con suelo
homogeneizado del horizonte A de un Argiudol tipico (9,6 ppm de
P Bray I; 5,9% MO y 9,3 ppm N- NOs-) y se ubicaron en un
invernaculo en la Unidad Integrada Balcarce. El 06/06/2023,
cuando cada clon de festuca alta infectado (en adelante E+) tenia
=10 macollos, se realizé un corte a 15 cm desde el nivel del suelo
para homogenizar la altura de las plantas previa a la aplicacion de
los tratamientos con fungicidas. Se utiliz6 una mezcla de
fungicidas de acuerdo con ensayos previos (Petigrosso et al.
2019c), cuyos grupos quimicos eran: triazol (1,6%), metoxiacrilato
(0,96%), imidazol (45%) mas un coadyuvante (20%). Se utilizaron
dos dosis, D1 25 ml/planta y D2, 50 ml/planta. Se probaron siete
tratamientos: T1 (testigo, sin aplicacion de fungicida); T2: una sola
aplicaciéon de Dosis 1 (D1); Ts: una sola aplicacidn de Dosis 2 (Dz2);
Ta: dos aplicaciones de Di1; Ts: dos aplicaciones de D2; Te: tres
aplicaciones de Ds; y T7: tres aplicaciones de D.. Los tratamientos
fueron aplicados con la ayuda de rociador sobre las plantas el
07/06/2023; el 05/07/2023 y el 07/08/2023, respectivamente,
segun el tratamiento. Se utilizé un disefio en bloques completos
aleatorizados con cuatro repeticiones, con arreglo factorial. Los

factores experimentales fueron: i) tratamientos con fungicida
(con siete niveles) y ii) genotipos de festuca alta (con tres niveles).
En total se utilizaron 84 macetas (unidad experimental),
resultantes de siete tratamientos con fungicida, tres genotipos de
festuca alta y cuatro repeticiones (bloques). 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. Durante el mes
de diciembre de 2023, cuando el raquis de las panojas era de
color amarillento, se cosecharon las semillas de cada planta, y
almacenaron en bolsas de papel a 7°C en heladera, hasta su
posterior analisis.

Transmision vertical del enddfito a las semillas

Durante los meses de enero y febrero del afio 2024, se realiz6 el
analisis microscdpico de 60 semillas cosechadas de cada planta
de festuca alta tratada experimentalmente, para corroborar la
condicion de infeccion (i.e. presencia o ausencia del enddfito) y
asi, la eficiencia de transmisidn del enddfito de la planta madre a
su progenie (semillas). Para ello, se realizé un pretratamiento que
consistié en sumergir las semillas en hidréxido de sodio (NaOH) 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
tincion (coloracidon directa) con colorante rosa de bengala
durante 2-3 minutos. Posteriormente, se colocé un cubreobjeto
y se observé al microscopio éptico Olympus CHK (400x) la
presencia de hifas del hongo enddéfito entre las células
aleuroniferas del endosperma (Saha et al. 1988). La ausencia del
endofito en las semillas cosechadas, indica que el tratamiento con
fungicida fue eficaz, es decir, permite frenar el proceso de
transmision vertical del enddéfito desde la planta madre a las
semillas cosechas (Petigrosso et al. 2019b). En total se analizaron
5040 semillas (84 plantas x 60 semillas/planta). A partir del
porcentaje de infeccion de cada planta [%E+ = (semillas
infectadas/60) x 100], se calculd la Eficacia del fungicida en la
eliminacién del enddfito (%) = 100 - %E+.

Viabilidad del hongo enddfito en plantas

Afin de corroborar la viabilidad del hongo endéfito en las semillas
analizadas y evitar la posible confusiéon entre hifas vivas vy
muertas, tal como lo postula Vinton y Horning (2001), el
12/03/2024 se sembraron 5 semillas cosechadas de cada planta
en macetas plasticas de 1 L conteniendo tierra del horizonte
superficial (0-20 cm) de un suelo agricola para realizar
posteriormente el diagndstico de la presencia o ausencia de
hongos enddfitos en las plantas obtenidas. Para ello, cuando las
plantas tenian entre 30 y 45 dias de emergidas, se determiné la
viabilidad del endéfito mediante la observacién microscépica de
hifas entre las células parenquimaticas en las vainas de las hojas
de las plantas, mediante coloraciéon directa (Belanger 1996).
Primeramente, se extrajo cada planta de festuca alta de su
respectiva maceta, manteniendo su identificacién. Luego, se
raspo el tejido parenquimatico de los primeros 10 mm de la base
de la vaina sobre un portaobjeto (Belanger 1996). Se agregd
colorante rosa de bengala, se cubrié la muestra con el
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cubreobjeto y se observé al microscopio optico (400x). Se
consideraron macollos E+ aquellos que presentaron hifas del
hongo enddfito entre las células parenquimaticas de la vaina
foliar. En total se analizaron 420 plantas (84 plantas x 5
semillas/planta).

Efecto fitotoxico del fungicida sobre la calidad de las semillas
cosechadas

Para analizar el posible efecto fitotoxico del fungicida sobre la
calidad de las semillas cosechadas, durante los meses de julio y
septiembre de 2024 se realizé un experimento bajo condiciones
controladas en una cdmara de germinacién de la Unidad
Integrada Balcarce. Se sembraron 50 semillas por cada una de las
84 unidades experimentales, en rollos de papel (Maguire 1962),
embebidos en agua destilada (25 ml aplicados con rociador). Se
utilizé un disefio en bloques completos aleatorizados con cuatro
repeticiones en el tiempo (tandas), con un arreglo factorial. Los
factores experimentales fueron i) genotipos de festuca (con tres
niveles) y ii) tratamientos con fungicida (con siete niveles). En
total se sembraron 84 rollos (unidades experimentales),
resultantes de los siete tratamientos con fungicida, tres
genotipos y cuatro repeticiones. Una vez formados los rollos, se
trasladaron a una camara de germinacion donde permanecieron
14 dias a 20°C con un fotoperiodo de 8 h para que germinen. Se
realizaron las siguientes determinaciones:

1-Energia germinativa (EG): a los 7 dias se abrieron los rollos y se
contaron las semillas germinadas (ISTA 2020). Las semillas se
consideraron germinadas cuando la radicula presentd una
longitud igual o mayor a 2 mm. Esta variable, da idea del vigor de
la semilla.

2-Poder germinativo (PG): a los 14 dias se volvieron a abrir los
rollos y se contaron las semillas germinadas. En este recuento, las
semillas y plantulas se clasificaron en plantulas normales (i.e.
sistema radicular bien desarrollado y coledptilo intacto sin dafio),
plantulas anormales (i.e. plantulas que no mostraron capacidad
para continuar desarrollandose debido a que son plantulas
dafadas, con alguna estructura esencial ausente o dafiada
irreparablemente; plantulas deformes o desequilibradas, con
desarrollo débil o disturbios fisioldgicos y/o; plantulas decaidas,
con alguna estructura esencial enferma o decaida por infeccién
primaria), semillas frescas (i.e. semillas no germinadas durante el
ensayo, aunque permanecen en estado latente con potencial
para germinar y desarrollar una plantula normal) y semillas
muertas (i.e. semillas en pudricién con presencia de moho), segun
las reglas ISTA (2020). El poder germinativo se determiné como el
cociente de plantulas normales desarrolladas con respecto al
total de semillas sembradas (50). Es importante aclarar que no
hubo diferencias en las semillas muertas entre los tratamientos
(datos no mostrados) y no realizamos ninguna prueba (e.g.
tetrazolio) para separar las semillas latentes de las muertas
dentro de la categoria de “semillas frescas”.

3-Longitud de radicula y coledptilo: el mismo dia del recuento de
PG, se midid, con una regla milimetrada, la longitud de la radicula
(LR) y del coledptilo (LC) de una muestra aleatoria de 10 plantulas
por unidad experimental.

4-Para evaluar el posible efecto fitotdxico sobre las semillas, se
analizé el peso de 1000 semillas cosechadas en diciembre del afio
2023 de las 84 unidades experimentales. Para ello, a partir de tres
submuestras de 100 semillas, se estimo el peso promedio de esas
100 semillas y, con este dato, se calculd el peso de mil semillas
por planta.

Andlisis estadisticos

El experimento se realizd mediante un disefio en bloques
completos aleatorizados con cuatro repeticiones, con arreglo
factorial. Los valores de las variables respuesta medidas en los
diferentes tratamientos (i.e. proporcién de semillas y plantas con
endofito, proporcion de semillas germinadas a las 7 y 14 dias,
peso de mil semillas, longitud de radicula y coledptilo), fueron
sometidos al analisis 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).
Previamente al analisis, realizé la verificacion del cumplimiento
de los supuestos del ANOVA (normalidad de los residuos y la
homogeneidad de varianzas). Los resultados referidos a la
transmision del endodfito, como a la energia y el poder
germinativo de las semillas se expresan como porcentajes en la
seccién de resultados. Todos los analisis se realizaron empleando
el software estadistico R (R Core Team 2020).

Resultados

Efectos sobre la transmisidn vertical del enddfito

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se hallé interaccion
significativa entre el tratamiento con fungicida aplicado y el
genotipo de festuca alta (P=0,849), ni efecto simple del genotipo
(P=0,481) sobre la presencia del hongo endéfito en las semillas
cosechadas (i.e. eficiencia en la transmision vertical del enddfito).
Solamente se registré efecto simple del tratamiento con fungicida
aplicado (P<0,001). Los tratamientos T3, Tsy T7 (i.e. una, dos y tres
aplicaciones de D2, respectivamente) fueron mas efectivos en
frenar la transmision del enddfito (eficacia entre 97% - 100%) en
los tres genotipos (Tabla 1). En el tratamiento T (i.e. una sola
aplicacién de D1) se registrd la menor eficacia (= 31%; Tabla 1) en
frenar la transmision del endéfito desde la planta madre a las
semillas, independientemente del genotipo evaluado. Sin
embargo, cuando se realizaron dos y tres aplicaciones de D1 (Ta y
Te, respectivamente) la eficacia de control fue mayor, entre
74% - 82% (Tabla 1). Las semillas del tratamiento testigo (T1)
dieron 100% al diagnéstico de la presencia del endofito.

Efectos sobre la viabilidad del hongo enddfito en plantas

No se halld interaccion significativa entre el tratamiento con
fungicida aplicado y el genotipo de festuca alta (P=0,650), ni
efecto simple del genotipo (P=0,759) sobre la presencia del hongo
endofito en las plantas originadas de las semillas cosechadas.
Solamente se registré efecto simple del tratamiento con fungicida
aplicado (P<0,0001). EI mayor porcentaje de la presencia de
endodfito se registro en las plantas originadas de las semillas
cosechadas de plantas que recibieron una sola aplicacion de D1
(T2; Tabla 2). En los tratamientos T3, Ts y T7 (i.e. una, dos y tres
aplicaciones de D3, respectivamente) se observaron los menores
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Tabla 1. Eficacia (%) de los distintos tratamientos con fungicida en la eliminacidn del hongo endéfito en semillas cosechadas de plantas de festuca
alta de tres genotipos (G). T;: testigo, sin aplicacidon de fungicida. T,: una sola aplicacién de Dosis 1 (D1). Ts: una sola aplicacion de Dosis 2 (D3). T4: dos
aplicaciones de D;. Ts: dos aplicaciones de D,. Te: tres aplicaciones de D1. T;: tres aplicaciones de D,. D; = 25 ml/planta y D, = 50 ml/planta. Los valores
son medias * ES. Letras iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos (P<0,05).

Table 1. Efficacy (%) of different fungicide treatments in eliminating the endophytic fungus in seeds harvested from tall fescue plants of three
genotypes (G). T1: control, no fungicide application. T,: a single application of Dose 1 (D). Ts: a single application of Dose 2 (D;). T4: two applications
of Dy. Ts: two applications of D,. Ts: three applications of D;. T7: three applications of D,. D; = 25 ml/plant and D, = 50 ml/plant. Values are mean + SE.
Equal letters indicate non-significant differences between treatments (P<0.05).

Eficacia en la eliminaciéon del enddfito (%)

Tratamiento

Genotipol Genotipo2 Genotipo3 Promedio
T1 0+0 00 0+0 0+0 d
T2 32,8+2)9 29,8+3,9 29,7+3,8 308+28 ¢
T3 94,6 +1,1 96,0+2,0 1000 969+10 a
T4 75,5+1,8 72,5+1,1 73,1+1,3 73,7+13 b
T5 100+0 100+0 985+1,1 995+04 a
T6 80,2+1,3 83,5+15 81,5+1,0 81,7+12 b
T7 1000 100+0 100+ 0 100+ 0 a

Tabla 2. Presencia de enddfito (%) en plantas de tres genotipos de festuca alta originadas de semillas cosechadas de plantas madres tratadas con
distintos tratamientos con fungicidas para frenar la transmision del hongo endofito. T;: testigo, sin aplicacion de fungicida. T,: una sola aplicacion de
Dosis 1 (D1). T3: una sola aplicacién de Dosis 2 (D). T4: dos aplicaciones de D;. Ts: dos aplicaciones de D,. Te: tres aplicaciones de Dy. T;: tres aplicaciones
de D,. D; = 25 ml/planta y D, = 50 ml/planta. Los valores son medias + ES. Letras iguales indican diferencias no significativas entre tratamientos
(P<0,05).

Table 2. Presence of endophyte (%) in plants of three tall fescue genotypes originating from seeds harvested from mother plants treated with different
fungicide treatments to stop the transmission of the endophytic fungus. T;: control, no fungicide application. T,: a single application of Dose 1 (D). Ts:
a single application of Dose 2 (D;). T4: two applications of D;. Ts: two applications of D,. Te: three applications of D;. T: three applications of D;. D; =
25 mli/plant and D, = 50 mi/plant. Values are mean + SE. Equal letters indicate non-significant differences between treatments (P<0.05).

Presencia de enddfito en plantas (%)

Tratamiento

Genotipol Genotipo2 Genotipo3 Promedio
T1 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 a
T2 90+5,2 100+ 0 1000 96,7+3,5 a
T3 10,0+3,9 50+2,0 10+3,6 83329 d
T4 72,5+10,7 50,0t5,2 80,0+12,8 67,5+10,5 b
T5 5026 50%3,5 50x1,1 5014 d
T6 37,5%5,7 42,5+1,5 350+11,3 383122 ¢
T7 50+2,8 50+1,9 00 3,33+1,8 d
porcentajes de enddfito (Tabla 2). Las plantas obtenidas de las  presentaron mayor peso de mil, aunque no difirid

semillas cosechadas de las plantas testigo (T1) dieron 100% al
diagnéstico de la presencia del enddfito.

Efectos sobre las semillas cosechadas y plantulas obtenidas

El peso de mil semillas fue afectado por el tratamiento con
fungicida aplicado en interaccién con el genotipo de festuca alta
(P<0,0001). Al comparar el peso de mil semillas de los tres
genotipos dentro de cada tratamiento con fungicida (Tabla 3), se
observd que el genotipo 1 fue superior en los tratamientos T:
(testigo) y Ts (una sola aplicacién de Dz); y que el genotipo 2 fue
superior en el tratamiento Ts (dos aplicaciones de D). En el resto
de los tratamientos no hubo diferencias significativas entre
genotipos (Tabla 3). Al analizar los promedios de esta variable
para los tratamientos con fungicida, se observé que Ti, Ts y T7
fueron los tratamientos que presentaron semillas mas pesadas y
qgue no difirieron entre si (Tabla 3). Las semillas del genotipo 1
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significativamente del genotipo 2 (Tabla 3).

Con respecto a la energia germinativa, independientemente
del genotipo de festuca alta (P=0,522) y del tratamiento con
fungicida aplicado (P=0,969), a los 7 dias de incubacién
germinaron =88% de las semillas. Del mismo modo, el poder
germinativo tampoco fue afectado por el genotipo de festuca alta
(P=0,639) ni el tratamiento con fungicida (P=0,471). A los 14 dias
de incubacidén, =83% de las semillas dieron origen a plantulas
normales. Por otro lado, la longitud de radicula de las plantulas
fue afectada por el tratamiento con fungicida en interaccion con
el genotipo de festuca alta (P<0,0001). El genotipo 1 fue superior
en Ti (testigo) y Te (tres aplicaciones de D1) respecto al resto de
los genotipos (Tabla 4). En Ts (dos aplicaciones de D2), las
plantulas del genotipo 2 presentaron mayor longitud de radicula
que el resto de los genotipos (Tabla 4). Las plantulas del testigo
(T1) presentaron mayor longitud de radicula que el resto de los
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Tabla 3. Valores promedio (+ error estandar del modelo = 0,103) del peso de mil semillas (g) provenientes de plantas de tres genotipos de festuca
alta tratadas con fungicida. Ty: testigo, sin aplicacién de fungicida. T,: una sola aplicacién de Dosis 1 (D;). T3: una sola aplicacion de Dosis 2 (D5). Ta:
dos aplicaciones de D;. Ts: dos aplicaciones de D,. Te: tres aplicaciones de D;. T;: tres aplicaciones de D,. D; = 25 ml/planta y D, = 50 ml/planta. Letras
minusculas iguales en una fila indican que no hay diferencias significativas entre genotipos dentro de un tratamiento (MDS, a = 0,05). Letras
mayusculas iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05) entre los tratamientos con fungicida y entre genotipos,
respectivamente.

Table 3. Mean values (+ standard error of the model = 0.103) of weight of a thousand seeds (g) from plants of three tall fescue genotypes treated with
fungicide. T1: control, no fungicide application. T,: a single application of Dose 1 (D;). Ts: a single application of Dose 2 (D). T4: two applications of D;.
Ts: two applications of D,. T6: three applications of D1. T7: three applications of D,. D; = 25 ml/plant and D, = 50 ml/plant. Equal lowercase letters in
a row indicate non-significant differences between genotypes within a treatment (MDS, a = 0.05). Equal uppercase letters indicate non-significant
differences according to the MDS test (a = 0.05) between fungicide treatments and between genotypes, respectively.

Peso de mil semillas (g)

Tratamiento

Genotipol Genotipo2 Genotipo3 Promedio
T1 2,18 a 1,46 b 1,60 b 1,75A
T2 1,65a 1,58 a 1,52 a 1,58 B
T3 2,12 a 1,65b 1,28 b 1,68 AB
T4 1,42 a 1,60 a 1,59 a 1,54 B
T5 1,37b 1,92 a 1,44 b 1,57B
T6 1,56 a 1,39a 1,66 a 1,53B
T7 1,59 a 1,73 a 1,73 a 1,68 AB
Promedio 1,70 A 1,62 AB 1,55B

Tabla 4. Valores promedio (t error estandar del modelo = 0,499) de longitud de radicula (cm) en plantulas originadas de semillas provenientes de
plantas de tres genotipos de festuca alta tratadas con fungicida. T;: testigo, sin aplicacion de fungicida. T,: una sola aplicacién de Dosis 1 (D1). T3: una
sola aplicacién de Dosis 2 (D). T4: dos aplicaciones de D;. Ts: dos aplicaciones de D,. Te: tres aplicaciones de D;. T7: tres aplicaciones de D,. D; =
25 ml/planta y D, = 50 ml/planta. Letras mindsculas iguales en una fila indican que no hay diferencias significativas entre genotipos dentro de un
tratamiento (MDS, a = 0,05). Letras mayusculas iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05) entre los tratamientos
con fungicida y entre genotipos, respectivamente.

Table 4. Mean values (+ standard error of the model = 0.499) of radicle length (cm) of seedlings originating from seeds from plants of three tall fescue
genotypes treated with fungicide. T1: control, no fungicide application. T: a single application of Dose 1 (D1). Ts: a single application of Dose 2 (D;).
T4: two applications of D;. Ts: two applications of D,. Te: three applications of D;. T,: three applications of D,. D1 = 25 mi/plant and D, = 50 ml/plant.
Equal lowercase letters in a row indicate non-significant differences between genotypes within a treatment (MDS, o = 0.05). Equal uppercase letters
indicate non-significant differences according to the MDS test (a = 0.05) between fungicide treatments and between genotypes, respectively.

Longitud de radicula (cm)

Tratamiento

Genotipol Genotipo2 Genotipo3 Promedio
T1 10,36 a 7,03 b 7,58 b 8,32 A
T2 6,79 a 6,42 a 6,78 a 6,66 B
T3 7,76 a 6,80 a 6,85 a 7,13 B
T4 7,42 a 7,54 a 7,34 a 7,43 B
T5 6,26 b 8,0la 6,79 b 7,02 B
T6 8,80 a 6,76 b 6,74 b 7,42 B
T7 6,30 a 7,67 a 7,06 a 7,01B
Promedio 7,67 A 7,17 AB 7,01B

tratamientos (Tabla 4). Las plantulas del genotipo 1 presentaron
mayor longitud de radicula, aunque no difirieron
significativamente de las del genotipo 2 (Tabla 4).

La longitud de coledptilo de las plantulas también fue
afectada por el tratamiento con fungicida en interaccién con el
genotipo de festuca alta (P<0,0001). La longitud de coledptilo del
genotipo 2 fue inferior en T1 (testigo) respecto al resto de los

genotipos (Tabla 5). En Ts (tres aplicaciones de Di1) y Tz (una sola
aplicacién de D2) las plantulas del genotipo 1 presentaron mayor
longitud de coledptilo que el resto de los genotipos (Tabla 5). En
Ts (dos aplicaciones de D2) el genotipo 1 presenté menor longitud
de coledptilo que el resto de los genotipos (Tabla 5). Las plantulas
del testigo (T1) presentaron mayor longitud de coledptilo que el
resto de los tratamientos (Tabla 5).

REVISTA ARGENTINA DE PRODUCCION ANIMAL VOL 45 N° 1: 29-38 (2025)

34



Eliminacion del hongo enddfito en festuca alta

Tabla 5. Valores promedio (+ error estandar del modelo = 0,444) de longitud de coledptilo en plantulas originadas de semillas provenientes de plantas
de tres genotipos de festuca alta tratadas con fungicida. Ty: testigo, sin aplicacién de fungicida. T,: una sola aplicaciéon de Dosis 1 (D1). T3: una sola
aplicacidn de Dosis 2 (D,). T4: dos aplicaciones de D;. Ts: dos aplicaciones de D,. Te: tres aplicaciones de D;. T7: tres aplicaciones de D,. D1 = 25 ml/planta
y D2 = 50 ml/planta. Letras mindsculas iguales en una fila indican que no hay diferencias significativas entre genotipos dentro de un tratamiento (MDS,
o = 0,05). Letras mayusculas iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05) entre los tratamientos con fungicida y
entre genotipos, respectivamente.

Table 5. Mean values (+ standard error of the model = 0.444) of coleoptile length of seedlings originating from seeds from plants of three tall fescue
genotypes treated with fungicide. T1: control, no fungicide application. T: a single application of Dose 1 (D1). Ts: a single application of Dose 2 (D;).
T4: two applications of D;. Ts: two applications of D,. Te: three applications of Di. T-: three applications of D,. D1 = 25 mi/plant and D, = 50 ml/plant.
Equal lowercase letters in a row indicate non-significant differences between genotypes within a treatment (MDS, o = 0.05). Equal uppercase letters
indicate non-significant differences according to the MDS test (a = 0.05) between fungicide treatments and between genotypes, respectively.

Longitud de coledptilo (cm)

Tratamiento

Genotipol Genotipo2 Genotipo3 Promedio
T1 7,88 a 5,49 b 8,09 a 7,15A
T2 5,75 a 5,55a 5,69 a 5,66 C
T3 7,19 a 5,85b 6,22 b 6,42 B
T4 5,74 a 6,81 a 6,42 a 6,32 BC
T5 4,84 b 6,47 a 6,29 a 5,86 BC
T6 7,62a 572b 5,64 b 6,33 BC
T7 6,00 a 6,35a 6,28 a 6,21 BC
Promedio 6,43 A 6,37 A 6,04 A

Discusion

Bajo nuestras condiciones experimentales, los tratamientos con
fungicida evaluados fueron eficaces en la eliminacién del
endofito. Sin embargo, la eficacia de los tratamientos dependié
de la dosis aplicada y del nimero de aplicaciones. La D: fue
siempre efectiva en frenar la transmision del enddfito en los tres
genotipos, en cambio, la D1 fue efectiva desde dos aplicaciones,
aunque con menor eficacia. La respuesta observada en el
diagndstico de la presencia del hongo endéfito en las semillas
(Tabla 1) se reflejo en las plantas obtenidas (Tabla 2). Aunque no
podemos asegurar si hubo una erradicacién del hongo en toda la
planta o, si simplemente se interrumpié el proceso de
transmision vertical, estos resultados son alentadores, e indican
que el hongo enddfito Epichloé coenophiala presentd
susceptibilidad al fungicida utilizado durante el estado vegetativo
de las plantas madre y no afectd el crecimiento de las mismas
(dado que todas llegaron a estado reproductivo). Esto es
importante aclararlo, dado que, bajo ciertas condiciones, la
aplicacién de fitosanitarios puede producir dafios en las plantas
tratadas, provocando fitotoxicidad (Herzfeld y Sargent 2008).
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), la 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, los tratamientos con fungicida se aplicaron
cuando las plantas estaban en estado vegetativo. En esta etapa
fenoldgica, existe una alta relacién entre el drea foliar de la planta
y el micelio del hongo, asegurando que el fungicida sea absorbido
y traslocado a los meristemas (Rottinghaus et al. 1991; Rogers et
al. 2011). Durante el periodo experimental, las plantas fueron
regadas y los fungicidas se aplicaron a media mafiana, por lo que
las plantas estaban activas en términos de fotosintesis y
transpiracién. Todos estos aspectos, deben tenerse en cuenta
para aumentar las posibilidades de aplicar con éxito esta técnica,
dado que, existen estudios que demuestran diferencias en la
efectividad de fungicidas para eliminar el hongo enddfito de
plantas de festuca alta (Saiga et al. 2003; Petigrosso et al. 2019c).
En este sentido, los resultados encontrados corroboran lo hallado
por Saiga et al. (2003). Estos autores probando diferentes
fungicidas en la remocién 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.

Al analizar la calidad de las semillas cosechadas, se observo
gue los tratamientos con fungicida, influyeron sobre el peso de
mil semillas (Tabla 3) pero no afectaron la energia germinativa ni
poder germinativo de las mismas. Estos resultados coinciden con
los hallados por Petigrosso et al. (2019c). Estos autores, al
comparar la eficacia y fitotoxicidad de dos fungicidas sistémicos
[Amistar® (Azoxistrobina) y Almagor® (Tebuconazole +
Azoxistrobina + Procloraz)] aplicados en plantas de festuca alta,
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hallaron que el poder germinativo de las semillas obtenidas de
plantas tratadas no disminuyé como resultado de los
tratamientos evaluados. Por otro lado, si bien los tratamientos
con fungicida fueron aplicados en plantas en estado vegetativo y
no directamente sobre las semillas, la ausencia de fitotoxicidad
bajo nuestras condiciones experimentales no coincide con lo
reportado por otros estudios, en los que se ha observado una
reduccién del poder germinativo de las semillas (Siegel et al.
1984; Williams et al. 1984; Costa y De Battista 1988; Ramirez de
Gulielmone et al. 1988; Maddaloni et al. 1989). Al analizar la
longitud de radicula (Tabla 4) y de coledptilo (Tabla 5) de las
plantulas, se registrd un efecto detrimental de los tratamientos
con fungicida, que dependid del genotipo (Saiga et al. 2003;
Petigrosso et al. 2019c). Sin embargo, la disminucién observada
en dichas variables no fue superior al 20% comparado con el
tratamiento control. Estos resultados permiten reforzar la idea de
que la mezcla de fungicidas utilizada posee baja fitotoxicidad.

Los resultados registrados deberan corroborarse en un mayor
nuimero de genotipos y bajo condiciones de campo. Esto se debe
a que, las respuestas de los hongos enddfitos a las condiciones
ambientales suelen ser especificas del genotipo de la planta
(Belesky et al. 1989; Belesky y Fedders 1996); y, por otro lado,
existen antecedentes que los resultados obtenidos en
condiciones controladas no siempre son directamente
extrapolables a condiciones de campo. Por ejemplo, Williams et
al. (1984) detectaron reducciones del poder germinativo (del
orden del 30%) cuando evaluaron la efectividad de un fungicida
(triadimenol, dosis de 4,8 g. p.a/kg) en semillas de festuca alta
ubicadas en cajas de Petri. Sin embargo, estos autores no
observaron estos resultados en siembras a campo. Es probable
que, en condiciones de campo, la dilucion y arrastre del fungicida
por el agua de riego o por la lluvia, junto a caracteristicas del suelo
(tales como: pH, contenido de materia orgdnica, capacidad de
intercambio catidnico) sean responsables de estas respuestas
diferenciales (Costa y De Battista 1988).

En conclusidon, los tratamientos con fungicidas evaluados
mostraron alta efectividad en frenar la trasmision del hongo
endofito Epichloé coenophiala de las plantas de festuca alta a la
progenie (semillas) en condiciones controladas. Sin embargo,
dicha eficacia dependeria de la dosis y el nimero de aplicaciones.
La D2 fue siempre efectiva en frenar la transmision del endéfito
en los tres genotipos, en cambio, la D1 fue efectiva desde dos
aplicaciones, aunque con menor eficacia. Estos resultados son
alentadores y deberan corroborarse con ensayos a campo, dado
que muchos pastizales y pasturas del sudeste de la provincia de
Buenos Aires se encuentran infectados con este hongo endofito,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas. Ademads, la
informacion obtenida sera de gran interés para su aplicabilidad
en investigaciones que requieren disponer de semillas tanto
libres como infectadas de un mismo genotipo.
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