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Atizonamiento del rosal: determinacién de los agentes causales y control

biolégico de Botrytis cinerea

Resumen
La rosa es una de las especies mas cultivadas en la floricultura de corte del cinturén
verde del Gran Buenos Aires. Observaciones realizadas en zonas productoras para flor
de corte de los alrededores de Buenos Aires y La Plata y en viveros de produccion de
ejemplares para jardines localizados en San Pedro permitieron determinar un aumento
de la incidencia de atizonamientos de ramas en los ultimos afos. Se plantearon como
objetivos de este trabajo: identificar los agentes etiolégicos del atizonamiento del rosal,
cuantificar su incidencia en producciones comerciales, seleccionar antagonistas de
Botrytis cinerea entre la microflora fungica asociada al filoplano del rosal, evaluar su
comportamiento frente a fungicidas de uso comun en los cultivos y determinar la
eficiencia antagonica de los aislamientos de mejor comportamiento a través de
inoculaciones sobre tallos. Como resultado de los aislamientos a partir de materiales
enfermos y sus pruebas de patogenicidad, se identificaron como agentes causales de
tizon: B. cinerea, Trichothecium roseum, Alternaria alternata, Pestalotiopsis
guepinii, Fusarium verticillioides y Phomopsis sp. Los patdégenos de mayor incidencia
fueron B. cinerea en cultivos para flor de corte y A. alternata en viveros para produccion
de rosales para ornamentacién de jardines. Se determind que en el filoplano del rosal
desarrolla una micoflora fungica compuesta por hongos de los géneros Trichoderma y
Penicillium, con actividad antifungica diferencial frente a B. cinerea. Un alto numero de
aislamientos de buen comportamiento fueron obtenidos de un cultivo de Zelaya, sin
aplicacion de agroquimicos por al menos durante un afio. La mayoria de los antagonistas
presentaron una eficiencia antagonica al ser evaluados segun la técnica de los discos de
hoja o la técnica del cultivo dual. Los microorganismos seleccionados como antagonistas
de B. cinerea presentaron un comportamiento diferencial frente a diferentes dosis de
fungicidas. El atizonamiento de los rosales ocasionado por B. cinerea fue controlado
biolégicamente a través de la pulverizacion con esporas de una cepa de Trichoderma

atroviride, de Penicillium minioluteum o la mezcla de ambos con P. purpurogenum.

Palabras Claves: rosal, tizon, Botrytis cinerea, antagonistas, filoplano



Rose stem blight: identification of causal agents and biological control of

Botrytis cinerea

Summary

Roses are one of the most important cut flower crops in the surroundings of Buenos
Aires. In recent years, the incidence of rose stem die-back increased in cut-flower crops
located in the outskirts of Buenos Aires and La Plata and in potted-plant crops in San
Pedro. The aims of this work were to identify the causal agents of rose die-back, to
quantify disease incidence in comercial productions, to select antagonists of Botrytis
cinerea among the fungal microflora associated to rose phylloplane, to evaluate their
response to fungicides frequently used in rose crops, and to determine the antagonic
efficiency of the isolates with best response by stem inoculations. As a result of isolations
from diseased tissues and pathogenicity tests, B. cinerea, Trichothecium roseum,
Alternaria alternata, Pestalotiopsis guepinii, Fusarium verticillioides and
Phomopsis sp. were identified as rose die-back pathogens. The major incidence was
observed for B. cinerea (in cut flower crops) and A. alternata (in potted plant crops).
Rose phylloplane microflora was composed by species of the genus Trichoderma y
Penicillium, which showed differential activity against B. cinerea. A great number of
isolates with good performance were obtained from a crop located in Zelaya, which had
been grown without fungicide sprays for at least one year. The mayority of the
antagonists showed a similar biocontrol activity when evaluated by leaf-disk or dual-
culture techniques. The microorganisms that were selected as antagonists of B. cinerea
had a different behaviour in the presence of different fungicide doses. Rose die-bak
caused by B. cinerea was efficiently controled by spraying spore suspensions of an
isolate of Trichoderma atroviride, an isolate of Penicillium minioluteum or both plus

an isolate of P. purpurogenum.

Key Words: rose, dieback, Botrytis cinerea, antagonists, phylloplane
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El género Rosa pertenece a la familia de las Rosaceas e incluye mas de
100 especies de arbustos con flores grandes, vistosas, comunmente perfumadas,
solitarias, agrupadas o en inflorescencias terminales (Dimitri, 1972). Las rosas
existian en China, Africa y Estados Unidos hace 30 millones de afios. Se llevaron
variedades de China a Europa en los barcos que transportaban té, de ahi su
nombre “hibridos de té”. Estas se cruzaron con las nativas europeas,
especialmente del sur de Europa y dieron origen a una gran variedad de rosas. A
principios de 1900, se comenzaron a producir en forma comercial en Estados
Unidos y Europa (Fainstein, 1997). Actualmente, las variedades comerciales son

hibridos de especies de rosa desaparecidas.

Los cultivares de rosal se pueden dividir en cuatro grandes grupos: a)
Hibridas de té, con pimpollos largos que nacen generalmente de un solo tallo; b)
Floribundas, de menor tamano que las anteriores y con gran cantidad de flores
por tallo; c) Miniaturas, de tamafo pequefio, ideal para borduras y macetas y d)

Trepadoras, por su habito de crecimiento indeterminado (Fernandez, 2000).

La rosa es una de las especies mas cultivadas en la floricultura de corte
del cinturén verde del Gran Buenos Aires. Su importancia sigue en aumento, en
un mercado cada vez mas competitivo. Actualmente el numero de variedades
dentro de cada grupo es muy elevado, consecuencia de las distintas
hibridaciones de destacados obtentores (Meilland, Kordes, Desbard, Tentau y
Gerard, entre otros) que permanentemente buscan superar distintos aspectos
relacionados con el rendimiento, conservacion poscosecha, resistencia a plagas y
enfermedades, compatibilidad con portainjertos, fortaleza del tallo, facilidad de
propagacion, corto periodo entre pinzamiento y cosecha, tamafo, color y forma

de las flores (Fernandez, 2000).

Por lo general las plantas cultivadas para el corte de rosas se obtienen
injertando la variedad deseada sobre un patron o portainjerto, el cual le otorga
mayor duracién al cultivo, mas produccién y mejor calidad. Actualmente se
dispone de rosales para distintos usos segun el tipo de crecimiento, desde
miniaturas en maceta para balcones, hasta arbustos de grandes dimensiones

como ejemplares unicos o trepadores para cubrir una pérgola.
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Los principales productores de rosas a nivel mundial se dividen en dos
grandes grupos: paises desarrollados (Holanda, Francia, Japén) con grandes
inversiones en infraestructura y mano de obra, es decir grandes costos de
produccion; y paises del Hemisferio Sur (Colombia, Ecuador, Zaire, Kenya, etc.)
con condiciones ambientales mas favorables, que permiten el cultivo con una
infraestructura mas sencilla y costos de mano de obra mas bajos, generando en

consecuencia costos de produccién mucho menores (Wright et al., 2001).

En Argentina el cultivo de la rosa comenzo en la década del 30 en el norte
de la provincia de Buenos Aires, expandiéndose hasta formar, con el clavel y el
crisantemo, el grupo de flores mas cultivado y comercializado en el pais. En el
resto del mundo la situacion es similar, ya que las tres especies abarcan mas del
50% de la producciéon total de flores de corte. En la ultima década, el rosal
constituye la especie para flor de corte con mayor superficie bajo invernaculo en
Argentina, extendiéndose su cultivo desde el norte de la provincia de Buenos
Aires hacia el resto de la misma. Su produccién esta en la actualidad concentrada
en la zona de La Plata (Colonia Urquiza y alrededores). A partir de los afios 90
surgen otras zonas de cultivo, de mejores condiciones ecoldgicas y menores
costos de mano de obra como las provincias de Cérdoba, Mendoza, Corrientes, y
mas recientemente Misiones, Chubut, los alrededores de Rosario y Tucuman,
(Wright et al., 2001). Un relevamiento realizado en el Gran Buenos Aires
determind que la superficie floricola cultivada bajo cubierta es de 235 ha, con un

33% de los productores dedicados al cultivo de rosas (Morisigue et al., 2002).

En la década del 70 se realizaron intentos de exportacion, con una buena
aceptacion en los mercados europeos. En la década del 90 el cultivo present6 un
gran salto tecnoldgico, acompafiando al resto de las especies del sector floricola.
Se produjo una total renovacién de las variedades cultivadas, para poder competir
con las producidas en el exterior, junto con grandes cambios en el manejo del
cultivo: densidad de plantaciéon, fertirriego, forma de poda y tratamiento de
poscosecha. Ultimamente también estan surgiendo grados de calidad comercial

segun el largo del tallo. En la actualidad, una variedad no se cultiva mas de 4 6 5
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anos, a diferencia de lo que sucedia a principios de los 90 donde era comun que
se cultivara por 7 6 10 afnos (Wright et al., 2001).

La arquitectura de la planta de rosa posee una influencia fundamental
sobre la produccion de flores, tanto sobre su cantidad como su calidad (Kool,
1996). Se utilizan distintas técnicas de conduccion, desde el manejo tradicional
hasta la técnica de agobio, que implica la realizacion de un doblado continuo de
tallos, en angulo superior a los 90° (Kool et al., 1997). Esta practica elimina el
cambio brusco de la relacion tallo/raiz que ocasiona la poda tradicional, con su
secuela de muerte de raices y retraso en el crecimiento y desarrollo (Fuchs,
1996). Se destaca por la continua produccién de carbohidratos y por la remocién
de la dominancia apical de los tallos (Blom y Sutjita, 1996). Las plantas agobiadas
producen un mayor crecimiento en el diametro de las varas y un mayor numero
de flores de mejor calidad, pero pueden sufrir un stress ambiental que a largo

plazo podria afectar la productividad del cultivo (Mascarini et al., 2003).

Se diferencian dos modalidades de produccion. La estacional responde al
ciclo natural de la planta (produccion primavero-verano-otofio, periodo de reposo
durante el invierno). En la no estacional se altera el ciclo natural de la planta,
trasladando el periodo de reposo al verano, asi después de una poda leve se
busca la entrada en produccion forzada en otofio-invierno, cuando generalmente
se obtienen mayores precios. Con cualquiera de las modalidades descriptas se

puede producir en forma continua o de corte agrupado (Fernandez, 2000).

Se han citado numerosos patdgenos sobre rosal en Argentina. En los
ultimos anos hemos observado una alta incidencia de atizonamientos, que
parecen ser no atribuibles a Botrytis cinerea o Coniothyrium fuckelii, los dos

patdgenos citados hasta el momento como responsables (Wright et al. 2001).

Botrytis esta entre las especies fitopatégenas y sapréfitas mas ubicuas,
afectando numerosos cultivos (Jarvis, 1977). Los cultivos florales bajo cubierta
estan constantemente amenazados por B. cinerea. Numerosas razones hacen
que el control de este hongo sea dificultoso (Hausbeck y Moorman, 1996). Su

control debe enmarcarse entonces en un esquema de un manejo integrado, que
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combine todas las estrategias disponibles. Entre ellas se encuentra el control
bioldgico, que puede definirse como “la reduccion de la densidad de indculo o de
la actividad de un patégeno para causar una enfermedad, llevada a cabo a través
de uno o mas organismos diferentes del hombre” (Baker y Cook, 1983). Una
manera comunmente utilizada para controlar biolégicamente un patéogeno del

filoplano es a través de la introduccién de un antagonista (Bettiol, 1991b).

El control biolégico debe ser considerado como una alternativa dentro de
un programa general de control (Ghini, 1991). Ha despertado la atencion de
muchos investigadores la posibilidad de reducir la utilizacion de productos
quimicos a través de practicas alternativas, como la integracion de
microorganismos antagonicos y dosis reducidas de fungicidas. (Soares de Melo,
1991). Segun Papavizas (1973, citado por Ghini, 1991) una integracion del control
quimico y biolégico es un abordaje en el cual todos los métodos de control
biolégico pueden ser utilizados para reducir la actividad del patégeno a niveles
tolerables, siendo los productos quimicos aplicados cuando son absolutamente

necesarios.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar el/los agentes causal/les del atizonamiento del rosal y sus
posibles antagonistas en el filoplano, con el objeto de seleccionar aquellos
con mayores posibilidades de comportarse como biocontroladores en las
condiciones climaticas, ecologicas y de manejo de la region de cultivo bajo

estudio.

HIPOTESIS

El atizonamiento no es una enfermedad del rosal que pueda atribuirse a un
solo agente patdégeno. Diferentes microhongos son capaces, en forma

individual o colectiva, de producir sintomas similares.

La filosfera, y particularmente el filoplano de los rosales de corte y
ornamentales, albergan microhongos que se comportan como antagonistas
naturales de los agentes del atizonamiento, y que pueden ser

seleccionados para actuar como biocontroladores.
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2. IDENTIFICACION DE LOS
AGENTES CAUSALES DEL
ATIZONAMIENTO DEL ROSAL
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2.1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha agravado la manifestacion de ciertas patologias
en los cultivos de rosa para corte y macetas para jardin, debido al mal uso 6 mala
aplicacion de distintas tecnologias, por ejemplo: mal manejo de la fertilizaciéon
(especialmente nitrogenada), o de la ventilacion en invernaculos, entre otros
(Wright et al, 2001).

Las enfermedades citadas en Argentina hasta el momento son las
siguientes: oidio (Podosphaera pannosa (Wallr.Fr) de Bary = Sphaerotheca
pannosa (Wallr. Fr.) Lév.) (Hauman y Parodi, 1921; Marchionatto, 1942;
Fernandez Valiela, 1978b; Wolcan et al, 2001); tizon o cancro del tallo del rosal
(Coniothyrium fuckellii Sacc.) (Marchionatto, 1942, 1944); podredumbre de
pimpollos y atizonamiento de tallos, 0 moho gris (Botrytis cinerea Pers. ex Fr.)
(Marchionatto, 1942, 1944; Fernandez Valiela, 1978a); mancha negra
(Diplocarpon rosae Wolf.) (Marchionatto, 1942, 1944); antracnosis (Elsinoe
rosarum Jenkins & Bitank) (Marchionatto, 1942, 1944); roya (Phragmidium
mucronatum (Pers.) Schlecht) (Marchionato, 1942; Lindquist, 1982); mildiu o
“‘downy mildew” (Peronospora sparsa Berk) (Jauch, 1959); marchitamiento
(Fusarium oxysporum Schletcht) (Gamboa, 1982); agalla de corona
(Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsed) Conn.) (Babbitt et al., 1997) y
fumagina (Wright et al 2001). También se han observado sintomas atribuibles a
virosis, cuyos agentes no han sido determinados (Wright et al., 2001).
Actualmente, las enfermedades con mayor incidencia en cultivos bajo cubierta
son la podredumbre de los pimpollos y atizonamiento de tallos, el oidio y el mildiu.
Las de mayor incidencia en cultivos no protegidos son la mancha negra y la roya
(Wright, 2006). Las Figuras 1 a 9 ilustran la sintomatologia de las enfermedades

citadas.
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Las observaciones realizadas en zonas productoras para flor de corte de
los alrededores de Buenos Aires y La Plata y en viveros de venta de ejemplares
para jardines localizados en San Pedro y Rio Negro, asi como el analisis de
muestras recibidas en el LASAVE (Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad
de Agronomia de la U.B.A.), permitieron determinar en los ultimos afios una alta
incidencia de atizonamientos de tallos. Ellos no pudieron ser atribuibles a
Botrytis cinerea o a Coniothyrium fuckelii, patdbgenos citados previamente
como agentes causales de dicha sintomatologia en Argentina, dado que en
estudios preliminares se obtuvieron aislamientos correspondientes a otros

microorganismos.

La enfermedad comienza a partir de heridas de la poda o cortes de flores.
Al principio se observa una mancha de color amarillento a rojizo, que circunda el
tallo y avanza hacia abajo “dieback” (Figura 10), produciendo en algunos casos
cancros (Figura 11). Finalmente puede producirse la muerte de las ramas
afectadas y en muchos casos de la planta (Figura 12). Prospecciones realizadas
a partir de 1998 permitieron observar importantes pérdidas en cultivos para flor de
corte en el oeste del Gran Buenos Aires y alrededores de La Plata. Durante la
campana 2002-2003 se observo en San Pedro la pérdida de cultivos completos
debido al atizonamiento de tallos. Los estudios preliminares permiten postular que

la enfrermedad es ocasionada por un complejo fungico.
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2.2. OBJETIVOS

o Aislar e Identificar los agentes etiologicos del atizonamiento del rosal.
e Cuantificar la incidencia del atizonamiento y de cada posible agente en

producciones comerciales de flores de corte y ornamentacion de jardines.

2.3. HIPOTESIS

e El atizonamiento de los rosales es ocasionado por un grupo de hongos que
pueden actuar aisladamente o en forma conjunta .

e Botrytis cinerea es uno de los integrantes mas importantes del grupo.
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2.4. MATERIALES Y METODOS

Entre 1998 y 2003 se realizaron prospecciones en cultivos destinados a la
produccion de rosas (flores de corte) y viveros de produccion de plantas de rosal
para jardines, en las principales zonas productoras de la provincia de Buenos
Aires. Las recorridas se realizaron teniendo en cuenta la demanda del medio
productivo, a través de consultas a los productores acerca de la problematica

sanitaria de sus cultivos.

Sintomas, muestreo e incidencia en flores de corte.

Entre 1998 y 2002 se visitd, en varias oportunidades, el cultivo Shigenaga,
localizado en Libertad, Merlo. En 2002, los viveros Dechima e Hisaki, en la
localidad de Escobar. En 2003 se relevaron los cultivos Hakanata e Imanishi,
ubicados en Colonia Urquiza (La Plata), Shigenaga, en Libertad (Merlo) y
Barreiros, en Villa Rosa (Pilar). En la Tabla 1 se indican los cultivares de los que
se obtuvieron muestras en cada cultivo. En la Tabla 2 se mencionan algunas de
las caracteristicas de los cultivos. Para los cultivos Hatanaka, Shigenaga y
Barreiros se realizé una diferenciacion de sintomas a efectos de intentar
relacionar avance de atizonamiento y el tipo de sintomas observados con los

patdégenos involucrados

Sintomas, muestreo e incidencia en plantas para jardines.

Se visitaron los viveros productores de plantas de rosal para jardines Alés y
Viloch, ubicados en la localidad de San Pedro. Se recibieron ademas muestras
del Vivero Villoch, tomadas por el productor. En la Tabla 3 se indican los
cultivares muestrados en cada vivero, que fueron variables segun la fecha de
muestreo, dependiendo de los cultivares presentes y de la posibilidad de tomar
muestras. En la Tabla 4 se mencionan algunas de las caracteristicas de los

cultivos.
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En todos los casos se observaron y describieron los sintomas y se midio el
avance del atizonamiento en centimetros. Se estimé la incidencia de la
enfermedad y se tomaron muestras con sintomas de atizonamiento, con muerte
de ramas y en algunos casos de la planta. Para estimar la incidencia del
atizonamiento en cada cultivo, se la define como porcentaje de plantas enfermas
sobre el total de plantas (Bergamin Filho y Amorin, 1996). La medicién se realizé
para cada cultivar sobre las plantas de los 50 metros centrales de las 2 lineas
centrales del cultivo (aproximadamente 900 plantas). En el caso de las plantas
cultivadas en maceta en los viveros de produccién de plantas para jardines, se
estimé el porcentaje de plantas afectadas sobre un minimo de 100 plantas. Se
tomaron muestras de ramas y tallos de 30 plantas afectadas de cada cultivar (en
caso de que el numero de plantas afectadas de un cultivar fuera menor a ese
valor, se tomaron todas las muestras). Cuando se observaron sintomas sobre

otros érganos de la planta, se tomd una cantidad de muestras similar.

Tabla 1. Cultivares de los que se tomaron muestras y se evaluo la incidencia en

cultivos para flor de corte en cada uno de los cultivos.

Cultivo Cultivares evaluados.

Shigenaga Virginia, Confeti, Tineke, Samantha, Caramia.
(Libertad, Merlo)

Dechima (Escobar) | Feria, Merlise, Exotica, Confeti, Ana, Rafaela, Gran Gala,
First Red.

Hisaki (Escobar) Mini Rosal.

Hakanata (Colonia Top secret, Rojito 1, Rojito 2, Salvaje, Virginia, Macarena,

Urquiza, La Plata) Exdtica, First Red.

Imanishi (Colonia Virginia, Papillén, Bell Rouge.

Urquiza, La Plata)

Barreiros (Villa Peckouvo, Red Velvet, Challenger, Macarena, Exdtica,

Rosa, Pilar Virginia, Polo.
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Tabla 2. Principales caracteristicas de los cultivos para flor de corte visitados.

Cultivo Caracteristicas principales
Shigenaga Produccion de tipo familar.
(Libertad) Invernaderos con techos de vidrio con serios problemas de infraestructura y

conservacion. Falta de personal en cantidad y capacitacion.

Podas de limpieza inadecuadas. Acumulacion de restos vegetales dentro y
fuera del invernaculo. Problemas conel control de plagas.

Algunas lineas con técnica del agobio.

Dentro de los mismos invernaderos cultiva otras especies para flor de corte,

como San Vicente, margarita y fresia.

Imanishi (Colonia

Produccion de tipo familiar. Pocos empleados.

Urquiza) Invernaculos con algunos problemas de infraestructura.
Podas de limpieza inadecuadas y falta de eliminaciéon de algunos restos
vegetales. Algunas lineas con técnica del agobio.
Produce otras especies, como clavel, San Vicente y margarita.

Hatanaka Cultivo de tipo empresarial, gran cantidad de empleados que trabajan en forma

(Colonia Urquiza)

de medieria donde a cada empleado se le asignan determinadas lineas del
cultivo. Muy buena estructura de invernaculos.

Algunas lineas con técnica del agobio.

Marcadas diferencias en el manejo entre invernaculos y aun entre lineas.

Produce exclusivamente rosas para corte.

Barreiros  (Villa | Manejo empresarial. Cultivo de reciente implantacion.

Rosa) Muy buena estructura de invernaculos. Algunas lineas con técnica del agobio.
Asesorado técnicamente. Buen manejo de podas y eliminacion de residuos.
Produce exclusivamente rosas para corte.

Dechima Estructura de invernaculos con problemas de ventilacion.

(Escobar) Problemas de manejo (falta de podas de limpieza, eliminacion de residuos).

No utiliza la técnica del agobio.
Se realizan mejoras en el manejo por capacitacion del duefio.

Produce exclusivamente rosas para corte.

Hisaki (Escobar)

Estructura de invernculos adecuada.

Manejo de cultivo adecuado, con mejoras en los ultimos tiempos por
capacitacion del duefio. No utiliza la técnica del agobio.

Produce otras especies como tulipan.
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Tabla 3. Cultivares de los que se tomaron muestras y se evaluo la incidencia en

viveros de plantas para jardines.

Vivero

Cultivares

Alés (San Pedro)

rosales comunes de San Pedro (no identificados), Brasilia,

Papillon, Moctezuma, Navidad.

Villoch (San Pedro)

Super Star, Carolina de Ménaco, King Rawson, Bagazo
comun, Norita, Papillon, Navidad, Brasilia, Medallén, Gloria

Dei, Super Star, México. Prince Margaret.

Tabla 4. Principales caracteristicas de los viveros de plantas para jardines

visitados.

Cultivo

Caracteristicas principales

Viloch (San Pedro)

Varios afos de monocultivo.

Ubicacién del cultivo en un lote muy bajo, problemas de
encharcado. Sustratos pesados, endurecen en la maceta.
Restos de residuos de la poda en el entresurco, sin quemar.
Entresurcos muy enmalezados.

Deficiente control fitosanitario.

Alés (San Pedro)

Buen drenaje del cultivo, mayor parte de plantas en
“canchas” de cemento. Sustratos mas livianos.
Control adecuado de malezas.

Restos de la poda eran retirados para su quema posterior.
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El diagnostico de las enfermedades se realizé siguiendo los postulados de
Koch, segun la siguiente secuencia: Observacién e identificacién de los sintomas,
Aislamiento, Pruebas de patogenicidad, Reaislamiento e Identificacién del agente
causal (Fernandez Valiela, 1978a). Los sintomas fueron observados a simple
vista y bajo lupa y se identificaron utilizando bibliografia fitopatolégica general
(D’Arcy et al., 2001).

Aislamientos

Se cortaron trozos de ramas enfermas que incluian la zona de avance de
la enfermedad, se desinfectaron con etanol 70% (1 minuto) e hipoclorito de sodio
0,2% (1 minuto) y se lavaron con agua destilada estéril. Fueron colocados en
camaras humedas confeccionadas con bandejas plasticas e incubados en una
camara climatizada (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) a 20-22°C, hasta
aparicion de signos de enfermedad. Los microorganismos desarrollados fueron
sembrados en cajas de Petri con agar papa glucosado (APG) al 2%, pH 7.
Ademas, material obtenido en forma similar y desinfectado, se sembro
directamente en APG y se incubd a 20-22°C durante 7 dias en oscuridad. Los
aislamientos de pétalos, pimpollos y pedunculos florales se realizaron del mismo

modo.

Pruebas de patogenicidad

Dado el manejo de las plantas en invernaculos y viveros para produccién
de plantas de jardin, con cortes de flores y podas, se decidié generar cortes con
tijera de podar previo a la inoculacién de cada microorganismo. Los testigos
recibieron el mismo tratamiento. Los distintos aislamientos obtenidos fueron
inoculados en distintos momentos y, dada la dificultad para conseguir plantas
sanas, se debio recurrir en cada caso a distintas variedades. El in6culo fue
preparado en todos los casos a partir de cultivos puros de 7-10 dias de desarrollo
en APG bajo luz cercana al ultravioleta (12 horas de fotoperiodo). Las
observaciones se efectuaron periédicamente determinando el momento de
aparicion de los sintomas y signos y la evolucion de la enfermedad. La longitud

de las necrosis fue medida en centimetros. Los testigos fueron pulverizados con
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agua destilada estéril. Dada la dificultad para conseguir plantas sanas y teniendo
en cuenta que las inoculaciones se realizaron en distintos momentos, para la

inoculacion de cada microorganismo de debid recurrir a cultivares diferentes.

El inéculo correspondiente al aislamiento 1 fue preparado a partir de la
cepa obtenida del cultivo Shigenawa en 1998. Se inocularon 2 plantas de los
cultivares para flor de corte Feria, Exdtica y Confeti y 2 plantas de los cultivares
para jardin Electron y King Rawson con una suspension de 2 x 10" conidios por
mililitro de agua destilada estéril. Se inocularon también con la misma suspension
10 pimpollos y 10 flores de una mezcla de cultivares comerciales, colocados en
recipientes con agua. Como testigos se utilizaron 2 plantas de cada variedad, 10
pimpollos y 10 flores. Se midié el avance del atizonamiento de los tallos cada

cuatro dias, a partir del sexto dia de la inoculacion.

Para el aislamiento 2 se inocularon 10 plantas de Mini Rosal y 10 de
Rafaela con una suspensiéon de 2,4 x 10° esporas ml" de agua destilada estéril.
El in6culo se obtuvo de un aislamiento del cultivar Rafaela. Como testigos se

utilizaron 5 plantas de cada una de los mismos cultivares.

Para el aislamiento 3 se inocularon 10 plantas de la variedad King Rawson
con una suspension de 3 x 10° esporas ml”" de agua destilada estéril. El in6culo
se obtuvo a partir de una una cepa aislada del cultivar First Red, cultivo

Hatanaka. Como testigos se utilizaron 10 plantas del msmo cultivar.

Para el aislamiento 4 se seleccionaron plantas sanas envasadas en
contenedores plasticos de 4 litros, provenientes del Vivero Villoch (San Pedro, Bs.
As.). Se utilizaron suspensiones de 1,6 x 10° esporas.ml'1 para pulverizar la cepa
obtenida del cultivar para jardin Papillon sobre plantas para jardin y 2,3 x 10°
esporas.ml'1 para pulverizar la cepa aislada a partir del cultivar Ana sobre plantas
para flor de corte. Cada aislamiento fue inoculado en forma independiente sobre
los cultivares Black Bacara (Meilland, flor blanca), Fire King (Meilland, rosado
fuerte), Travemonde (Comun de San Pedro, rojo), King Rawson (Comun de San

Pedro, amarillo) y Electron (Comun de San Pedro, rosado brillante). Se inocul6
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una planta de cada cultivar, excepto en el caso de Travemonde que se inocularon
dos plantas con cada uno de las cepas mencionadas. Se realizaron mediciones
del avance del atizonamiento en todas las ramas de cada planta (entre 2 y 4). Las
observaciones se efectuaron periédicamente para determinar el momento de
aparicion de los sintomas y signos y su evolucion. Se cuantificd el diametro de las

ramas y la longitud de la necrosis.

Para el aislamiento 5 se seleccionaron seis plantas sanas de rosal,
envasadas en contenedores plasticos de 4 litros, provenientes del Vivero Villoch
(San Pedro, Bs. As.). Se las pulverizé con una suspension de esporas en agua
destilada estéril. Una concentracién de inéculo de 1 x 10’ esporas/ml del
aislamiento obtenido del cultivar Ana fue asperjada sobre los siguientes cultivares
para jardines: Black Bacara (1, 3 y 4), King Rawson (2 y 6) y Fire King (5). Fueron
pulverizados con agua destilada estéril los siguientes cultivares: Black Bacara (1),
Fire King (2), Garden Party (3), Oklahoma (4), Electron (5) y King Rawson (6).
Entre paréntesis se indica el numero utilizado para identificar las plantas en las
pruebas de patogenicidad. Los aislamientos fueron cultivados a partir de una

colonia monosporica en agar papa sucrosado (APS).

Para el aislamiento 6 se eligieron plantas sanas de rosal, envasadas en
contenedores plasticos de 4 litros provenientes de viveros de San Pedro. El
in6culo se obtuvo a partir del aislamiento obtenido del cultivar Papillon. Las
inoculaciones se realizaron sobre los siguientes cultivares: Dinastie (2 plantas),
Crimson (2 plantas) y Fuschia (una planta). Se utilizé una suspension de 1,6 x
10° esporas.ml”’. Como testigos se utilizaron los mismos cultivares y en igual

cantidad.

Tanto las plantas, pimpollos y flores inoculados como los testigos se
cubrieron con bolsas de polietileno humedecidas, las que fueron retiradas a los
seis dias. Los materiales fueron mantenidos en camara bioclimatica (20+2°C vy

alternancia de 12 horas de luz fluorescente y 12 horas de oscuridad).
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Reaislamientos

Se realizaron segun los procedimientos utilizados en los aislamientos

iniciales.

Identificacion de los Aislamientos

La identificacion se realizO sobre aquellos aislamientos que dieron
resultados positivos en las pruebas de patogenicidad. En todos los casos los
aislamientos obtenidos se repicaron a cajas de Petri conteniendo APG. Para el
caso del aislamiento 3, todas las cepas se sembraron en placas con APG y EM
(extracto de malta). Para el estudio de la ontogenia conidial el aislamiento 5 se

sembro en agar agua con el agregado de 0,5% de KCI (Fischer et al. 1983).

Para inducir o aumentar la esporulacion, la mitad de las placas fueron
irradiadas con luz UV (12 hs de luz / 12 hs de oscuridad) a 25°C, durante 10 dias.
La identificacién de los aislamientos se basé en el analisis bajo microscopio de

los caracteres morfolégicos, biométricos y culturales.

27



2.5. RESULTADOS

Sintomas observados

En todos los casos se observd que, tanto en plantas para flor de corte
como en aquellas para ornamentacion, de jardines los sintomas en tallos
desarrollaron a partir de heridas causadas por la poda y/o cosecha de flores. El
avance de las clorosis y necrosis se manifestd en forma de dieback, es decir que
se observo una muerte progresiva de los tallos y ramas comenzando por su
extremo superior (D’Arcy et al., 2001). La clorosis puede definirse como la
disminucion en la produccién de clorofila, con pérdida de color (pasando a verde
claro, amarillo o blanco) y la necrosis como la muerte de células o tejidos,
generalmente acompafiada por oscurecimiento de coloracion parda o negra
(D’Arcy et al., 2001). En general los sintomas avanzaban, produciendo el
atizonamiento de los tallos (Figura 12) y de las flores (cuando estas eran
afectadas). Se entiende por tizén o atizonamiento al manchado, decoloracién,
marchitamiento o destruccidn repentina de hojas, flores, tallos o de toda la planta
(D’Arcy et al., 2001).

En la Tabla 5 se describen los sintomas observados en cultivos para flor de
corte al momento de la toma de muestras. En algunos casos se observo clorosis
y en otros necrosis con distinto grado de avance, pero se puede considerar que
ello era una situacion momentanea ya que en muchos casos podia evolucionar
con el tiempo y la clorosis se transformaba en necrosis y la longitud del area
necrotica aumentaba. Ello fue observado a través de la realizacion de visitas
periddicas a los cultivos. En la mencionada Tabla puede observarse que cuando
se utilizaba la técnica del agobio sélo se observaron sintomas de necrosis de 0,5-

5 cm., mientras que sin agobio la longitud de los atizonamientos fue variable.
La Tabla 6 muestra los sintomas observados sobre tallos de plantas para

ornamentacion de jardines. Los sintomas fueron en muchos casos similares a los

anteriores, pero en algunos casos se presentaban manchas rojizas o pardas en
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los tallos (que a veces no comenzaban en la zona de poda) o cancros, con

distinta longitud de avance.

Tabla 5: Sintomas observados a partir del corte para la cosecha de flores sobre

cultivos de rosal con y sin agobio.

Técnica de cultivo Sintomas sobre ramas Denominacién*
Sin agobio Clorosis de 6-16 cm A
Necrosis de 3-6 cm B
Necrosis de 15-25 cm C
Con agobio Necrosis de 0,5-5 cm D

*Las letras con que se designan los sintomas son utilizadas en las descripciones que se realizan

mas adelante.

Tabla 6: Sintomas observados sobre plantas de vivero para la ornamentaciéon de

jardines.

Sintomas sobre ramas *

Necrosis en parches de color rojizo, que a medida que la enfermedad | |

avanza se tornan de color pardo oscuro.

Pequefias zonas necroéticas pardas en ramas y tallos que avanzan | |l

transformandose en cancros.

Zonas necroticas pardas que avanzaban en forma de dieback [

Necrosis de ramas completas. v

*Las letras con que se designan los sintomas son utilizadas en las descripciones que se realizan

mas adelante.

En cultivos para flor de corte, se observaron también sintomas de
atizonamientos sobre toda la parte aérea de las plantas, particularmente bajo
condiciones ambientales de alta humedad relativa en forma continua vy
temperaturas frescas, registradas en otofios humedos, en invernaculos con
problemas de ventilacion. Sobre las flores se observaron pequefias manchas
circulares, que podian llegar a cubrir la mayor parte de los pétalos (Figura 13). La

coloracion inicial de las mismas dependia del color del pétalo (castafio rojizo,
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castafo, rosado oscuro y purpura sobre pétalos blancos, amarillos, rosados vy
rojos, respectivamente) (Figura 14). Finalmente las lesiones se tornaban de color
castafno en todos los casos (Figura 15) y aspecto humedo cuando se mantenia la
alta humedad relativa ambiente. Con frecuencia se observaron botones florales
momificados, cuyo pedunculo se contraia ligeramente y tomaba un color
parduzco (Figura 16), tornandose péndulo en muchos casos (Figura 17). Los
extremos de las ramas laterales, aun no lignificados, se necrosaban y tambien

guedaban péndulos (Figura 18).

En cultivos con problemas de manejo se registré6 también un avance del
atizonamiento de los tallos, que culmindé con la muerte del tallo infectado y
posteriormente de la planta (Figura 19). Sobre las lesiones descriptas podian
observarse cancros (Figura 20). Se puede definir al cancro como una lesion
necrotica en general deprimida, rodeada de tejido sano, ubicada en la corteza y el
floema (Jauch, 1985). Sobre todos los 6rganos afectados se observd un denso
moho gris constituido por micelio y gran cantidad de conidiéforos con conidios
(Figura 21).
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Aislamientos obtenidos

ldentificacion por caracteres morfologicos

Aislamiento 1.

A las 48 hs de colocadas las muestras con sintomas de atizonamiento en
ramas, pimpollos y flores en camara humeda y en APG en oscuridad, desarrollo
un abundante moho gris, constituido por micelio, conidiéforos y conidios sobre los
tejidos atizonados. A las 48 hs de la siembra de trozos de tejidos de pimpollos,
pétalos, pedunculos florales y tallos en APG se observaron colonias blanquecinas
que se tornaban grisaceas con la edad. En ambos casos desarrollaron
conidiéforos oscuros que portaban conidios hialinos, elipsoides, unicelulares, de
7,2-10,2 pym x 6,3-7,2 ym (8,6 x 6,8). La Figura 22 muestra conidiéforos con
conidios del patégeno. A las 72 horas comenzaron a desarrollar en APG

pequefos esclerocios negros, de forma irregular.
Las caracteristicas de todos los aislamientos obtenidos corresponden a

Botrytis cinerea Pers., segun la descripcion de Ellis y Waller (1974). No se

observo el teleomorfo.
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Aislamiento 2.

A partir de los 3 dias de colocados los tallos y ramas en camara humeda
comenzaron a observarse estructuras fungicas de color salmén. En los
subcultivos desarrollaron a partir de los tres dias de la siembra colonias fungicas
color salmén con conidioforos erectos, largos y septados portando en su apice
conidios en cadenas, hialinos, agrupados, bicelulares (la célula superior algo mas
grande), ovoides a elipticos con bases truncadas de 12,4-19,8 ym x 6,4-10,1 ym
(16,5 x 8), largo de la célula basal 5,4-10,4 um (8,6).

Las mencionadas caracteristicas permiten identificar al microorganismo

como Trichothecium roseum (Pers.) Link ex Gray (Domsch et al., 1980).

Aislamiento 3.

No se observaron signos a partir de los tejidos atizonados ubicados en
camara humeda. A partir de los 3-4 dias de la siembra de los tejidos en APG
desarrollaron colonias de color olivaceo a casi negro, con micelio septado. A los
10 dias, tanto los cultivos, en oscuridad como en alternancia de luz cercana al
utravioleta/oscuridad, se observaron colonias algodonoso apretado sobre el
sustrato a afieltradas, de color gris verdoso oscuro con zonas mas oscuras,
ocupando toda la placa. Las que desarrollaban en EM eran levemente mas
oscuras que las de APG. El hongo presenta conidiéforos simples o ramificados,
muchas veces geniculados, olivaceos a castafo claro, lisos, con cicatrices. Los
conidios son poroides, ovoides, obpiriformes, obclavados o elipsoidales, con
hasta 5 septos transversales y varios longitudinales u oblicuos, con paredes lisas
0 verrucosos, con 25-30 um (27,5) de largo y 9-10,4 um (9,7) el ancho mayor,

con un cuello aproximadamente cilindrico.

Las caracteristicas observadas coinciden con la descripcion de Ellis (1971)

para Alternaria alternata (Fr.) Keissler.
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Aislamiento 4.

A partir de los seis dias se observaron puntuaciones negras sobre los
trozos de tallos ubicados en camaras humedas. A partir de los tres dias de
siembra en APG de trozos de tallos afectados desarroll6 un micelio blanco
cremoso, tabicado, con formacion a partir de los 6 dias de conidiomas
acervulares que contenian conidios con cuatro tabiques, las 3 células mediales
coloreadas y las 2 apicales hialinas, de una longitud de 22-26 p (24,5) y un ancho

de 6-6,8 1 ( 6,25). Los conidios presentaron 3 apéndices apicales.

Las mencionadas caracteristicas permiten identificar al microorganismo

como Pestalotiopsis guepini (Desm.) Stey. (Sutton, 1980).

Aislamiento 5.

A partir de los seis dias comenz6 a observarse el desarrollo de micelio
blanco sobre los trozos de tallos ubicados en camaras humedas, que se hacia
abundante a los diez dias. En las siembras de tejido de tallos atizonados en APG
se observaron colonias con abundante micelio aéreo, que a los cuatro dias
presentaban un crecimiento de 4 cm de diametro. La pigmentacion de la colonia
es blanco rosada (White, Rosy-buff-flesh). Se distinguen sectores mas oscuros
Blue Violet Dark-Violet (Rayner, 1970) que corresponden a pustulas estromaticas.
La colonia luego de 7 a 10 dias de cultivo toma una apariencia de colonia con

micelio seco y pulverulento.

Los macroconidios son levemente curvados a rectos, fusiformes, delgados,
las paredes ventral y dorsal estan dispuestas casi en forma paralela. Se distingue
claramente la ceélula apical de la basal. Se observan en su mayoria tri y
pentatabicados. Sus medidas son: 3 tabiques: 20,1-31,0 um x 2,0-3,0 um (25,1
Mm x 2,7 um); 5 tabiques: 30,0-48,0 ym x 2,5-,5 ym (36,0 pm x 3,2 um).

Los microconidios se presentan en forma abundante en el micelio, son

unicelulares pero los hay bicelulares, ovales a clavados. Estos microconidios
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emergen de fidlides cortas simples, implantadas sobre las hifas, terminando con
largas cadenas de sucesion basipeta (caracteristica diferencial de la especie).
También pueden observarse, ademas de las cadenas de microconidios, la
presencia de falsas cabezas constituidas por 4 a 5 microconidios. Sus medidas
son: O tabiques: 5,0 a 7,2 ym x 2,0-3,0 ym (Promedio: 5,9 ym x 2,2 ym);
1 tabique: 7,5-9,0 ym x 2,0-2,7 ym (Promedio: 8,4 ym x 2,4 ym). Las fialides

miden 20,0-29,0 ym - 2,7-3,5 um Las clamidosporas estan ausentes.

Las caracteristicas del aislamiento corresponden a Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg (= F. moniliforme) (Booth, 1971 y 1977; Nelson
et al 1983).

Aislamiento 6.

No se observaron signos a partir de los tejidos atizonados ubicados en
camara humeda. A partir de los 7 dias de la siembra de los tejidos en APG se
observo la formacién de micelio oscuro y a los 15 dias picnidios negros que
portaban dos tipos de conidios, unos fusoidales, hialinos, con los extremos agudos,

y otros filiformes, curvados en forma de gancho.

Las caracteristicas observadas corresponden a Phomopsis sp. (Sutton,
1980).
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Incidencia y Patogenicidad

Se consider6 a un determinado microorganismo como el agente causante

del atizonamiento de una muestra, si es aislado repetidamente de la misma.

El porcentaje de atizonamiento de tallos promedio para todos los cultivos
para flor de corte fue del 70%, mientras que para ornamentacion de jardines fue
del 55%. Las Tablas 7 a 11 muestran la incidencia del atizonamiento de tallos
observado en los cultivos para flor de corte en los respectivos cultivares
analizados. Las Tablas 8 a 11 también muestran el tipo de sintomas observados,

segun lo especificado en la Tabla 5.

La Tabla 7 muestra la incidencia del atizonamiento de los tallos observado
en los cultivos Dechima e Hisaki (Escobar) y Shigenaga en las dos primeras
visitas (Pontevedra) para flor de corte, con valores que van del 5 al 90%. La
tabla 6 corresponde al cultivo Imanishi de Colonia Urquiza (La Plata), con valores
del 92 al 98% de incidencia. La Tabla 9 corresponde a la evaluacion realizada
sobre materiales del productor Hatanaka (Colonia Urquiza) con valores del 50 al
100%. La Tabla 10 muestra la incidencia del atizonamiento del cultivo Shigenaga
(Pontevedra) en la tercera recorrida, con valores del 70 al 100%. Por ultimo, la
Tabla 11 indica los valores de incidencia para el cultivo Barreiros (Villa Rosa), con

un 100% de plantas afectadas.

La Tabla 12 muestra la incidencia del atizonamiento de tallos observado en
los cultivos para ornamentacion de jardines, la incidencia evaluada por
establecimiento y los cultivares. Muestra ademas el tipo de sintomas segun lo

especificado en la Tabla 6.
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Tabla 7: Incidencia del atizonamiento total en diferentes cultivares en los cultivos
Dechima e Hisaki (Escobar) y Shigenaga (Pontevedra) en las recorridas de 1998

y 2001 para flor de corte.

Cultivo Cultivar Incidencia total
(%)
Dechima Feria 8
Merlise 16
Exotica 5
Confetti 3,5
Ana 16
Gran Gala 3,5
First Red 26
Rafaela 18
Hisaki Mini Rosal 18,2
Shigenaga Virginia 50
(2001) Confeti 50
Tineke 50
Samantha 50
Caramia 50
Shigenaga Virginia 90
(1998) Confeti 90
Tineke 90
Samantha 90
Caramia 90
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Tabla 8: Incidencia del atizonamiento total, longitud de la lesion, y manejo en el

cultivo Imanishi (Colonia Urquiza) para flor de corte.

Cultivar Incidencia | Longitud Aislamientos obtenidos
de tizon | promedio : :
Cultivo Cultivo
(%) de la _
sin con
lesion a . ]
Agobio agobio
campo
(A) (B) (C) (D)
(cm)
Virginia 95 15 + + + +
Bell Rouge 98 15 + + + +
Papillon 92 18 + + + +

Referencias: + se observaron sintomas de atizonamiento
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Tabla 9: Incidencia del atizonamiento total en el cultivo Hatanaka (Colonia

Urquiza) para flor de corte.

Cultivar Incidencia | Longitud Aislamientos obtenidos
de tizon | promedio : :
Cultivo Cultivo
(%) de la _
sin con
lesion a . ]
Agobio agobio
campo
(A) (B) (C) (D)
(cm)
Rojito 1 50 10 + + + +
Rojito 2 75 10 + ++ + +
Top Secret 55 15 + + + +
Salvaje 60 8 + + ++ +
Virginia 98 15 + + + +
Exdtica 100 30-45 + ++ + +
Top Secret 100 25-50 ++ + + ++
Macarena 100 30-50 + + + +
First Red 100 10-25 + + ++ +

Referencias: + se observaron sintomas de atizonamiento.
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++ no se observaron sintomas de atizonamiento.




Tabla 10: Incidencia del atizonamiento total en el cultivo Shigenaga (Pontevedra)

para flor de corte , tercera recorrida.

Cultivar Incidencia | Longitud Aislamientos obtenidos
(edad de | detizon | promedio : :
Cultivo Cultivo
la planta (%) de la ,
sin con
en anos) lesion a . ]
Agobio agobio
campo
(A) (B) (C) (D)
(cm)
First Red 100 20-30 + + + +
Dallas 95 20-30 + + + +
Virginia 95 15-20 + + + ++
Ana 100 15-20 + + + ++
Confetti 100 15 + + + +
Rafaella 95 15 + + + ++
Vivaldi 100 30-40 + + + ++
Tennessee 70 25-30 + + + ++
Gran Gala 95 20 + + + +

Referencias: + se observaron sintomas de atizonamiento.

++ no se observaron sintomas de atizonamiento.
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Tabla 11: Incidencia del atizonamiento total en el cultivo Barreiros (Villa Rosa)

para flor de corte.

Cultivar Incidencia | Longitud Aislamientos obtenidos
(edad de | detizon | promedio : :
Cultivo Cultivo
la planta (%) de la ,
sin con
en anos) lesion a . ]
Agobio agobio
campo
(A) (B) (C) (D)
(cm)
Peckuovo 100 10 + + + ++
Red Velvet 100 10 + ++ + ++
Challenger 100 15 + ++ + ++
Macarena 100 10 + ++ + ++
Exética 100 10 + ++ + ++
Virginia 100 15 + ++ ++ ++
Polo 100 20 + ++ ++ ++

Referencias: + se observaron sintomas de atizonamiento.

++ no se observaron sintomas de atizonamiento.
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Tabla 12: Viveros y cultivares destinados a la produccion de plantas en macetas

con sintomas de atizonamiento.

Vivero | Fecha de Cultivar Sintomas sobre ramas
muestreo
E
Incidencia
Alés 17-03-03 | ¢ 2 cultivares de flor [
amarilla
I=15% e 1 de flor blanca

(rosales comunes de
San Pedro, injertados
sobre pies libres de
virus)
e Rojo
¢ Rojo Fuerte
e Matizado
28-05-03 | e Brasilia Y
e Navidad
I=20% e Papillon [=1-1V
e Moctezuma
Villoch |17-03-03 |e Carolina de Ménaco 1]
e Super Star
I= 85% e King Rawson \Y,
e Bagazo comun
28-05-03 |e Norita I

e Medallén
I=100% |e Papillon 1]
e Navidad
e Gloria Dei
e PBrasilia 11
e King Rawson -1V
e Super Star \Y
e México
18-07-03 |e King Rawson Il
e Norita v

e Prince Margaret
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Botrytis cinerea (aislamiento 1)

La Tabla 13 muestra la incidencia de atizonamiento producido por todos
los patégenos y el ocasionado por B. cinerea, en los cultivos para flor de corte
Dechima, Hisaki y Shigenaga. La incidencia en el cultivo Dechima vario entre el 0
y el 26% segun el cultivar considerado, siendo First Red el mas afectado. En una
posterior visita al cultivo Dechima no se observaron variaciones en la incidencia
del atizonamiento, mientras que a los 10 meses se detecté un aumento de la
incidencia sobre la variedad First Red, que alcanz6 al 30%. En las siguientes
visitas no hubo variaciones en los registros. Posteriormente el productor realizd

podas de saneamiento en el cultivo, lo que impidié continuar con la evaluacién.

En la visita realizada al cultivo Hisaki se observé un 18,2% de plantas de
Mini Rosal afectadas por distintos patdégenos, el andlisis de las muestras
determin6 un 7,15% atribuible a B. cinerea. En el cultivo Shigenaga se observé
una incidencia del atizonamiento ocasionado por B. cinerea de entre
aproximadamente el 50% (2001-2002) y el 90% (1998-2000), en otono. En este
cultivo en particular, se observaron grandes deficiencias en el manejo general, ya
que presenta una pobre infraestructura de invernaculos, sumada al abandono
parcial de las plantas en los meses en los que no se registran precios de venta

favorables para las rosas.
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Tabla 13: Incidencia del atizonamiento total y por Botrytis cinerea en los cultivos
para flor de corte Dechima e Hisaki (Escobar) y Shigenaga en las dos primeras

recorridas (Pontevedra).

Cultivo Cultivar Incidencia total Botrytis cinerea
(%) (%)
Dechima Feria 8 5
Merlise 16 0
Exotica 5 3
Confetti 3,5 2
Ana 16 0
Gran Gala 3,5 0
First Red 26 26
Rafaela 18 0
Hisaki Mini Rosal 18,2 7,15
Shigenaga Virginia 50 50
(2001) Confeti 50 50
Tineke 50 50
Samantha 50 50
Caramia 50 50
Shigenaga Virginia 90 90
(1998) Confeti 90 90
Tineke 90 90
Samantha 90 90
Caramia 90 90
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De las muestras del vivero Hatanaka (Tabla 9) se obtuvieron aislamientos de
B. cinerea a partir de muestras del cultivar Top Secret con el sintoma B. En las
muestras del vivero Shigenaga, visitado en la tercer oportunidad (Tabla 10), se
obtuvieron aislamientos de B. cinerea provenientes de muestras de los cultivares
Virginia y Confetti (sintoma A). Como resultado de la prospeccion en el cultivo
Barreiros (Tabla 11), se obtuvieron aislamientos del mismo patégeno sobre
Challenger (sintomas Ay C) y Polo (sintoma A). No desarrollé B. cinerea sobre el

resto de los materiales con sintomas de atizonamiento (Tablas 9 a 11).

Se observo atizonamiento de tallos en los dos viveros de rosal para planta
para ornamentacion de jardines, pero en ningun caso se obtuvieron aislamientos

de B. cinerea de dichas muestras.

Pruebas de patogenicidad

En las plantas inoculadas, los sintomas de atizonamiento sobre los tallos
se observaron a partir de los cuatro dias de la inoculacion. Los resultados de las
pruebas de patogenicidad en tallos se detallan en la Tabla 13. Entre los 26 y 30
dias de la inoculacién murieron todas las ramas inoculadas. Los sintomas sobre
pimpollos y flores se observaron a partir de los dos dias, consistentes en
pequenas manchas circulares sobre los pétalos que avanzaban cubriendo la
mayor parte de ellos, de colores variados segun su coloracion. En todos los casos
desarroll6 un abundante moho gris sobre los 6rganos atacados, al dia siguiente
de la aparicion de los sintomas. Tanto los sintomas en talllos como en flores

repitieron los originales observados en cultivo.
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Tabla 14: Longitud de las lesiones (cm) en tallos de rosal de diferentes cultivares
inoculados con B. cinerea

Dias desde Cultivar

Inoculacién | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
6 020101 }02}02]01]01]0,1]|0,2] 0,1
10 04,0304 04|05|02]02)|04 )04/ 0,2
14 1412 |16 | 11|11 ,08 | 06 |08 | 08 | 0,7
18 39130 38|30 |34|25)|26 |24 20| 23
22 6962 |74 |68 |68 |57 |59 57|50 55

Cultivares= 1y 2: Feria; 3 y 4: Exdtica; 5 y 6: Confeti; 7 y 8: Electrdn; 9 y 10: King Rawson
Los reaislamientos obtenidos mantuvieron las caracteristicas del aislamiento

original, lo que permite confirmar a B. cinerea como agente causal de la
sintomatologia estudiada.
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Trichothecium roseum (aislamiento 2)

La Tabla 15 muestra la incidencia de atizonamiento, total y el
ocasionado por T. roseum, en diferentes cultivares de los cultivos Dechima e
Hisaki de Escobar. La incidencia de los atizonamientos producida por T. roseum
en el cultivo Dechima, varié entre el 0 y el 18% segun el material considerado. No
se encontro presencia de este patdgeno sobre los cultivares Feria, Exética, Ana,
Gran Gala y First Red. En la estimacion realizada en el cultivo Hisaki se observo

un 5,2% de plantas de Mini Rosal afectadas por T. roseum (Tabla 13).

Tabla 15: Incidencia del atizonamiento total y por Trichothecium roseum en los

cultivos para flor de corte Dechima e Hisaki (Escobar).

Cultivo Cultivar Incidencia total Trichothecium
(%) roseum (%)
Dechima Feria 8 0
Merlise 16 12
Exotica 5 0
Confetti 3,5 1,5
Ana 16 0
Gran Gala 3,5 0
First Red 26 0
Rafaela 18 18
Hisaki Mini Rosal 18,2 5,2

Durante las recorridas realizadas en la localidad de Villa Rosa (produccion
de Barreiros), se obtuvieron aislamientos de T. roseum a partir de plantas
cultivadas para flor de corte pertenecientes a los cultivares Exética, Macarena y
Peckowo, con atizonamiento de ramas de 12 a 25 cm de longitud. No se
obtuvieron aislamientos de T. roseum a partir de los materiales recolectados en

las producciones de Hatanaka, Imanishi y Shigenaga.
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No se obtuvieron aislamientos de T. roseum a partir de los materiales con
sintomas de atizonamiento provenientes de los dos cultivos para produccion de

arbustos de San Pedro.

Pruebas de patogenicidad

A los 7 dias de la inoculacién se observd un inicio de atizonamiento sobre

ambos cultivares inoculados. Desarrollaron cancros a partir de los 14 dias.

El cultivar Rafaela, a los 7 dias presentaba tallos con atizonamiento de un
promedio de 1,7 cm (Figura 23a) llegando a medir 4,4 cm a los 14 dias (Figura 23
b), con signo muy evidente a los 25 dias (Figura 24). A los 60 dias de la
inoculacion, la mayoria de las ramas se encontraban totalmente atizonadas y sin

hojas.

El cultivar Mini Rosal manifesté signo de enfermedad a los 30 dias,
constituido por abundante moho al comienzo blanquecino y finalmente de color
salmoén, que en poco tiempo cubri6 totalmente los tallos afectados. En ese
momento, el tizon afectaba un 90% de las plantas, con defoliacién total. Los

ejemplares murieron a los 40 dias.
La sintomatologia observada fue coincidente con la original. Los testigos

permanecieron sanos Yy el reaislamiento mantuvo las caracteristicas del

aislamiento original.
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Alternaria alternata (aislamiento 3)

Se obtuvieron aislamientos de A. alternata a partir de plantas cultivadas
para jardin, en dos viveros. Del vivero Alés se obtuvieron a partir de los cultivares
Brasilia y Navidad (sintomas | y IV), Papillon y Moctezuma (sintomas |y IV) y de 2
cultivares de flor amarilla y uno de flor blanca (ambos rosales comunes de San
Pedro) con sintoma IIl. Del vivero Viloch se obtuvieron de los cultivares Norita y
Medallén (sintoma 1), King Rawson (sintoma Il), Carolina de Ménaco (sintoma ll),
Super Star (sintoma 1V) y King Rawson (Il y IV). La denominacion de los sintomas
corresponde a los mencionados en la Tabla 6. No se obtuvieron aislamientos del
resto de cultivares y/o sintomas de la Tabla 12. Fue el microorganismo mas
comunmente aislado en plantas para jardin, ya que el 60% de los atizonamientos
observados parecen estar producidos por este patdégeno, con lo cual la incidencia

fue de aproximadamente de 10% en el vivero Alés y 60% en el vivero Viloch.

En cuanto a cultivos para flor de corte se obtuvieron aislamientos de
materiales procedentes del vivero Hatanaka de los cultivares Virgina y Macarena
(sintoma A), Rojito 1, Top Secret, Virginia y First Red (B) y Rojito 2 (D), del cultivo
Shigenaga de los cultivares Ana, Tennessee y Gran Gala (A), Virginia (C) y First
Red y Dallas (D), mientras que del cultivo Barreiros solo de los cultivares Red
Velvet y Virginia (A). Los sintomas a que se hace referencia son los indicados en
la Tabla 3. En la visita al cultivo Hisaki se observé un 2,1% de plantas de Mini
rosal afectadas por este patdogeno. No se obtuvieron aislamientos de materiales
del cultivo Imanishi, del cultivo Dechima ni del resto de los cultivares y/o sintomas
indicados en las Tablas 9 a 11. En el caso de rosales para flor de corte la
incidencia de los atizonamientos de tallos ocasionados por A. alternata llego al
10%.
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Pruebas de patogenicidad

Los sintomas de atizonamiento de tallos se observaron en todas las
plantas inoculadas a partir de los 15 dias (Figura 25 a y b). Entre los 45 y 60 dias
se produjo la muerte de todos los ejemplares inoculados (Figura 25 c y d). No se
observaron signos evidentes. La sintomatologia fue similar a la original. Los
testigos permanecieron sanos. A partir de las plantas sintomaticas se reaislo el
patdgeno, que presentd las mismas caracteristicas macro y micromorfologicas del

aislamiento original.
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Pestalotiopsis guepini (aislamiento 4)

La incidencia de los atizonamientos observada para P. guepini en el
cultivo Dechima el 01/04/02, vari6 entre el 0 y el 3% segun el cultivar considerado.
No se encontré presencia del patdgeno sobre los cultivares Merlise, Exotica,
Confeti, Ana, Rafaela y First Red. Sobre Feria, la incidencia fue del 3% y sobre
Gran Gala del 2%. En el cultivo Hisaki se observé un 3,75% de plantas de Mini
rosal afectadas por P. guepini. En el vivero Imanishi se obtuvieron aislamientos
sobre los cultivares Salvaje (sintoma A) y Exética (C), mientras que de Barreiros
sobre Ana (A) y Vivaldi (B). No se obtuvo ningun aislamiento de los cultivos de
Hatanaka y Barreiros. Las letras de los sintomas a que se hace referencia
corresponden a los detallados en Tabla 5. No se obtuvieron aislamientos del resto
de los cultivares y/o sintomas de los productores indicados en las Tablas 9 a 11.

La incidencia promedio alcanzo6 el 3%.

En cuanto a los cultivos para obtencion de plantas en maceta para jardines
se obtuvieron aisalmientos de este patégeno de materiales procedentes del
Vivero Alés de los cultivares Papillon (sintomas | y Il) y Moctezuma (ll) y del
Vivero Viloch de Norita y Prince Margaret (lIl). A partir de la muestra del cultivar
Papillén del vivero Alés de la que se aisl6 P. guepini también se obtuvo el
aislamiento de A. alternata. Las letras de los sintomas a que se hace referencia
corresponden a los detallados en Tabla 6. No se obtuvieron aislamientos del resto
de los cultivares y/o sintomas de los productores indicados en la Tabla 12. La
incidencia promedio de los atizonamientos de tallos ocasionados por P. guepini

sobre plantas en maceta alcanzo6 el 3%.
Pruebas de patogenicidad

Sobre las plantas inoculadas con P. guepini comenzaron a observarse
sintomas de atizonamiento de tallos similares a los originales entre los 7 y 8 dias

de la inoculacién (Tablas 16 y 17, Figura 26). Se evidenciaron los signos a los 15

dias, observandese puntuaciones negras (Figura 27). No se comprobd una
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relacion directa entre longitud de la lesion y diametro de la rama. Todas las
plantas manifestaron sintomas pero en ningun ejemplar se verificé la muerte.
Tanto rosales comunes de San Pedro como rosales Meilland, manifestaron
sintomas de atizonamiento y mostraron similar velocidad de avance de la
enfermedad. Los reaislamientos a partir de las plantas inoculadas repitieron las

caracteristicas de los obtenidos inicialmente.
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Tabla 16: Resultados de la prueba de patogenicidad de P. guepini sobre plantas

de vivero para jardines.

a) a 12 dias de la inoculacion

Rama Cultivar
1 3 4
L D L D L D L D L D L D
1 0,2 | 0,7 2 03]05|05]05] 0,6 5 09| 02|03
2 0,1 1(0,15| 0,9 | 0,8 1 09 | 05| 11 2 09| 030,33
3 0 06 | 1,2 | 1,8 - - - - 03] 03] 15 |13+
b) a 18 dias de la inoculacion
Rama Cultivar
1 3 4
L D L D L D L D L D L D
1 028 0,7 | 22 | 03 |05|05]05]|0,6 6 09 [ 04| 0,3
2 1,3 | 0,15 1 08 12|09 |11]11|,29| 09| 08| 0,3
3 0 06 | 15| 18 - - - - 06 | 0,3 |18 | 13
c) a 25 dias de la inoculacién
Rama Cultivar
1 3 4
L D L D L D L D L D L D
1 03|07 |25(03|]05|05 (06|06 )|74|09]| 06|03
2 1,5 0,15 1 08 12|09 (12| 11|37 |09 1 0,3
3 1,3 | 0,6 1 1,8 - - - - 0,7 1032113
d) a 28 dias de la inoculacion
RAMA CULTIVAR
1 3 4
L D L D L D L D L D L D
1 03|07 |28 (0305|0506 |06 )|84|09]|09]03
2 18 (0151108 1309|1311 (39|09 |14 |03
3 1,5 1 06 | 1,1 | 1,8 - - - - 0,7 103 |21 |13

L: longitud de lesion (cm); D: diametro de la rama (cm)

Cultivares= 1: Black Bacara; 2: Fire King; 3 y 4: Travemonde; 5: King Rawson; 6: Electron
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Tabla 17: Resultados de la prueba de patogenicidad de P. guepini sobre plantas

para flor de corte

a) a 10 dias de la inoculacién

Rama Cultivar
3 4 5 6
L D L D L D L D L D L D
1 12/11,02,08|02|07]03|05/03|03]|0,2/|0,3
2 0,3 | 1 02,04 0 |04]|]07|04|02]|04)|36]0,3
3 01,0406 |03 - - - - 106 03] 0 |09
4 - - 0O |06 | - - - - - - - -
b) a 20 dias de la inoculacion
Rama Cultivar
3 4 5 6
L D L D L D L D L D L D
1 34|11 06 |08|06|07(07]05]08]03]04]|0,3
2 0,8 1 05/04| 0 |04|16/04 06|04 |71]0,3
3 0,3 | 04 2 103 - - - - 114103 | 0 |09
4 - - 0O (06| - - - - - - - -

L: longitud de lesién (cm); D: diametro de la rama (cm)

Cultivares= 1: Black Bacarg; 2: Fire King; 3 y 4: Travemonde; 5: King Rawson; 6: Electron
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Fusarium verticillioides (aislamiento 5)

Fusarium verticillioides fue aislado solamente del cultivar Ana del cultivo
Dechima con una incidencia del 16%, de los cultivares Virgina (sintoma B) y
Papillon (A y B) con una incidencia del 2% y del cultivar Dallas de la produccion
de Shigenaga con 2% de incidencia. Las letras de los sintomas a que se hace
referencia corresponden a los detallados en Tabla 5. No se detectd sobre los
otros cultivos, cultivares y/o sintomas indicados en las Tablas 7 a 11. En ningun
caso se obtuvieron aislamientos de Fusarium verticillioides a partir de los
materiales con sintomas de atizonamiento provenientes de los dos cultivos para

produccion de flores de San Pedro.
Pruebas de patogenicidad

Sobre las plantas inoculadas comenzaron a observarse sintomas similares
a los iniciales en cultivo entre los 7 y 8 dias de la inoculacion (Fig. 28). El avance
de los atizonamientos se muestra la Tabla 17. Se evidenciaron los signos a los 15
dias, apreciandose un moho blanquecino con presencia de esporodoquios (Fig
29). No se comprobd una relacién directa entre longitud de la lesion y diametro de
la rama. Todas las plantas inoculadas manifestaron sintomas, pero en ningun
ejemplar se verifico la muerte de ramas, mientras que los testigos permanecieron
sanos. Los reaislamientos obtenidos a partir de las plantas inoculadas repitieron

las caracteristicas de los aislamientos iniciales.
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Tabla 17: Resultados de la prueba de patogenicidad de Fusarium verticilloides.

aislado del cultivar Ana.

a) a los 12 dias de la inoculacién (3/01/04)

Rama Planta
L D L D L D L D L D L D
1 2 05(0208|02]|04 0 0,3 1 04 |38 0,3
2 0,51 0,8 2 06 0404 (02|06 |0904| _ _
3 0 0,1 _ _ _ _ _ _ _ 128104
L: longitud de lesién (cm); D: diametro de la rama (cm)
b) A los 18 dias de la inoculacion (9/01/04)
Rama Planta
L D L D L D L D L D L D
1 3 05/03/08|03|04/02|03]12]04 3 |03
2 05/08 3806|0504 03| 0,6 1 04 | _ _
3 0,4 | 0,1 _ _ _ _ _ _ _ 141104
L: longitud de lesion (cm); D: diametro de la rama (cm)
c) A los 25 dias de la inoculacion (16/01/04)
Rama Planta
L D L D L D L D L D L D
1 4 0506080404 ,04,03(14|04 |44 /0,3
2 0,6 | 0,8 4 06 |06 |04 0406|1204, _ _
3 0,6 | 0,1 _ _ _ _ _ _ _ 145104
L: longitud de lesién (cm); D: diametro de la rama (cm)
d) a los 28 dias de la inoculacién (19/01/04)
Rama Planta
L D L D L D L D L D L D
1 45/05|07/08|05,04|04(03]14|041|45/|0,3
2 0808 4506 |06|04 0406|1204 ]| _ _
3 0,8 | 0,1 _ _ _ 14504

L longitud de lesién (cm); Ediéme?ro de I; rama?cm)
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Phomopsis sp. (aislamiento 6)

En cuanto a los cultivos para flor de corte se obtuvieron aislamientos de
Phomopsis sp. en el cultivo Dechima sobre el cultivar Merlise (incidencia del
4%), sobre Exadtica (2%) y sobre Gran Gala (1,5%). No se detect6 Phomopsis sp.
sobre plantas de Mini rosal del cultivo Hisaki. Se obtuvieron aislamientos de este
patdgeno a partir de los materiales de la plantaciéon de Hakanata de los cultivares
Bell Rouge (sintoma D), Papillén (C), de Imanishi de los cultivares Rojito 1 (B),
Virginia y Macarena (C) y First Red (D) y de Barreiros cultivares Virginia y
Rafaella (B). Las letras de los sintomas a que se hace referencia corresponden a
los detallados en Tabla 5. No se obtuvieron aislamientos del resto de los

cultivares y/o sintomas de los productores indicados en las Tablas 9 a 11.

En cuanto a los rosales para jardines se obtuvieron aislamientos a partir de
los cultivares Rojo, Rojo fuerte y Matizado (sintoma IIl) del vivero Alés y de Super
Star (llIl) y King Rawson y Bagazo comun (IV) del vivero Viloch con una incidencia
del 3%. A partir de la muestra del cultivar King Rawson del vivero Viloch de la que
se aislé Phomopsis sp. también se obtuvo el aislamiento de A. alternata.. No se
obtuvieron aislamientos de del resto de los cultivares y/o sintomas de los

productores indicados en la Tabla 12.

Pruebas de patogenicidad

Los sintomas de atizonamiento de tallos sobre las plantas inoculadas con
Phomopsis sp. comenzaron a observarse a los 15 dias de la inoculacion (Fig.
30). La Tabla 18 resume el avance del atizonamiento a partir de los 23 dias. La
planta 2 se atizond6 totalmente a los 52 dias y a los 70 dias todas las plantas
habian muerto. Los aislamientos a partir de las plantas inoculadas repitieron las

caracteristicas de los obtenidos inicialmente.
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Tabla 18: Resultados de la prueba de patogenicidad de Phomopsis. sp. sobre

plantas de jardin

a) a 23 dias de la inoculacién

Rama Cultivar
1 2 3 4 5
1 0.9 0.5 5.0 4.5 3.5
2 29 7.0 0.5 7.5 3.5
3 3.5 4.0 0.0 7.0 1.0
4 2.7 - - 6.0 -
b) a 30 dias de la inoculacion
Rama Cultivar
1 2 3 4 5
1 1.2 0.5 5.5 4.5 4.0
2 3.0 10+ 0.5 10.5+ 6.0+
3 4.0 4.0 0.2 12.0 1.3
4 4.0 - - 7.5 -
c) a 38 dias de la inoculacién
Rama Cultivar
1 2 3 4 5
1 1.5 0.5 6.5 8.0 13.0
2 3.0 10+ 0.5 10.5+ 6.0+
3 5.0 4.0 0.5 15.5+ 2.0
4 5.3 - - 10+ -
d) a 44 dias de la inoculacién
Rama Cultivar
1 2 3 4 5
1 2.5 2.0 6.5 8.5 13.0
2 3.5 10.0+ 0.5 10.5+ 6.0+
3 5.0 7.0+ 1.2 10.5+ 2.0
4 6.0 - - 10.0+ -

+: toda la rama

Cultivares 1y 2: Dinastie; 3 y 4: Crimson; 5: Fuschia




2.6. DISCUSION

El atizonamiento de los tallos del rosal en Argentina es ocasionado por
diversos hongos, que pueden actuar solos o eventualmente, acompanados. Se
determiné como agentes causales a Botrytis cinerea, Trichothecium roseum,
Alternaria alternata, Pestalotiopsis guepini, Fusarium verticillioides vy
Phomopsis sp. En la mayoria de los casos se aislo solo un microorganismo por
lesién, pero en dos casos, en un cultivo para produccion de plantas para
ornamentacién de jardines, se detectd la presencia conjunta de mas de un
patogeno, A. alternata asociado a P. guepini o a Phomopsis sp. De los
patogenos citados previamente en bibliografia Argentina se detectd la presencia
de B. cinerea, mientras que nunca se aisl6 Coniothyrium fuckellii. Los otros

patégenos no fueron citados previamente en nuestro pais.

La incidencia del atizonamiento fue muy elevada en la mayoria de los
cultivos analizados, con un promedio del 70% en cultivos para flor de corte y del
55% en plantas para ornamentacién de jardines. Las diferencia encontradas en
cuanto a incidencia total, especie del patdogeno e incidencia en losdos grupos
muestrados podria deberse a las siguientes causas: a) diferente material
genético, b) diferentes condiciones ambientales y c) diferentes practicas de
manejo. Se observd una relacion directa entre la incidencia de la enfermedad vy el

manejo del cultivo.

En las plantaciones para la produccion de flores, los atizonamientos
pueden conducir esporadicamente a la muerte de la planta. La mayor incidencia
se registr6 para Botrytis cinerea vy, en segundo lugar, para Trichothecium
roseum y A. alternata. También participan en el grupo de patdgenos P. guepini
y Phomopsis sp. con incidencias mas bajas. Plantas sobre las que se utilizaba
la técnica del agobio presentaban una menor incidencia y el desarrollo de un
corto atizonamiento, el que nunca avanza mas alla de los 5 cm. (Tabla 4). De las
mismas se obtuvieron unicamente aislamientos de A. alternata y Phomopsis sp.
En cambio, en plantas sin agobio, el tizon podia llegar a matar la rama (Tabla 4) y

se obtuvieron aislamientos de todos los patogenos involucrados.
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Cuando la incidencia en las producciones para flor de corte fue muy alta,
coincidié con estructura de invernaculos con problemas de ventilacion y/o manejo
del cultivo inadecuado (podas, la no eliminaciéon de los restos de poda dentro y
fuera de los invernaculos, la presencia de malezas e insectos, etc.), como es el
caso del productor Shigenaga de Libertad (Tabla 3), con una incidencia de hasta
el 90% y del Sr. Imanishi de Colonia Urquiza, con 92 al 98% de incidencia. En
cambio, el productor Hatanaka de Colonia Urquiza que posee un cultivo de tipo
empresarial con una gran cantidad de empleados presento valores de incidencia
de entre el 50 y el 100%, dependiendo del manejo que realizaba el encargado.
Ademas, los invernaculos con menor incidencia presentaban una longitud menor
de atizonamiento. En la produccion de Barreiros de Villa Rosa, si bien la
incidencia del atizonamiento inicialmente fue del 90%, recorridas posteriores
permitieron observar una marcada disminucién del mismo a partir de las medidas
de manejo (poda de tallos afectados, quema de los restos de la poda, aplicacion
de fungicidas). Las producciones de Escobar (Dechima e Hisaki) presentaban
algunos problemas de infraestructura, pero lograon disminuir la incidencia de la

enfermedad aplicando las recomendaciones realizadas.

En las muestras de producciones comerciales de rosales para su
utilizacion como arbusto ornamental se observaron atizonamientos en tallos que
podian conducir a la muerte de la planta, en un porcentaje del 40%, mayor que
para el caso de flor de corte. Del grupo de hongos que provoca la enfermedad se
destaca Alternaria alternata como el patdégeno con la mayor incidencia,
afectando a todos los cultivares denominados vulgarmente “rosal comun de San
Pedro”. En esta produccion de rosales los otros patdégenos involucrados son
Pestalotiopsis guepini y Phomopsis sp. La sintomatologia asociada a estos
patégenos es muy variable, dependiendo del grado de avance de la enfermedad,
época del aio, cultivar y, en algunos casos, la presencia conjunta de mas de un
patdégeno, como A. alternata asociado a P. guepini o Phomopsis sp. No se
detectd la presencia de Botrytis cinerea, Trichothecium roseum ni Fusarium

spp. , que son los agentes mas importantes del atizonamiento en flor de corte.
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A pesar de no haber sido aislado de ejemplares para jardines, cultivares de
rosal comunmente utlizados con ese propdsito son susceptibles a B. cinerea. Por
ejemplo, los cultivares para jardin Electron y King Rawson manifestaron los
sintomas de atizonamiento cuando fueron inoculados artificialmente durante las
pruebas de patogenicidad,. Las observaciones discrepan con Horst (1983), quien
considera que los danos en cultivos en invernaculo pueden ser similares a los
presentes en cultivos al exterior. Yohalem y Kristensen (2004) mencionan el
ataque de B. cinerea en rosales enmacetados en la etapa de plantacion de los
esquejes en turba, cuando las condiciones son de 100% de humedad relativa

durante 2 semanas, pudiendo producir su necrosis.

Las condiciones ambientales de los cultivos, como los lotes bajos y
encharcados, sustratos pesados y la falta de podas y manejos sanitarios
adecuados podrian influir en la manifestacion de la enfermedad en las plantas
para ornamentacion de jardines. En los viveros Alés y Viloch se observaron
sintomas similares, pero la incidencia de la enfermedad fue muy diferente,
correspondiendo al primero valores entre 15y 20% y al segundo entre 85y 100%.
En el vivero Viloch se observaron condiciones que pueden predisponer a un
mayor ataque de los patégenos (Tabla 4). En cambio, en el vivero Alés, con una

menor incidencia, se observaron mejores estructuras y manejo.

B. cinerea es un patdégeno polifago. Ha sido citado en nuestro pais como
patdbgeno en las siguientes especies ornamentales: Dahlia spp., Dianthus
caryophyllus, Rosa sp. y Tulipa sp. (Fernandez Valiela, 1978a), Eustoma
grandiflorum (Wolcan et al., 1996) Aechmea fasciata, Begonia tuberhybrida,
Cyclamen persicum, Saintpulia ionantha (Palmucci et al., 1997), Anemone
coronaria, Chrysantemum sp., Gerbera jamesonii, Gladiolus sp., Godetia sp.,
Limonium sp., Strelitzia reginae, Tagetes sp. (Wright, et al., 1996), Primula
obconica, P. malacoides, P. polyantha (Rivera el al., 1999), Hibiscus rosa-
sinensis (Rivera y Wright, 2002), Viola x wittrockinana (Rivera y Lopez, 2004),
Hydrangea macrophylla (Rivera et al., 2004), Euphorbia pulcherrima
(Palmucci y Griajalba, 2005), Zantedeschia aethiopica (Rivera y Lopez, 2006),
Pelargonium inquinans y P. peltatum (Palmucci y Wright, 2006).

60



Requiere alta humedad relativa (mayor al 93%) y agua libre en el sitio de
infeccion para invadir los tejidos vegetales. Estas condiciones son comunes en la
mayoria de los invernaculos (Hausebeck y Moorman, 1996). Ello podria explicar
la alta incidencia registrada para la enfermedad en cultivos destinados a la

obtencién de flores, en todos los casos conducidos bajo invernaculo.

La sintomatologia observada en las ramas coincide con la descripta por
Horst (1983), las plantas llegan a morir por el atizonamiento de los tallos como se
registré en el presente trabajo. Otros autores (Hammer et al., 1990; Hammer et
al., 1993; Hammer y Evensen, 1994; Williamson et al., 1995; Meir et al., 1998)
mencionan solo los dafios en flores, pre y poscosecha. En Israel en invierno se
pierde al menos el 20% de las flores de rosal antes de la exportacion por ataques
de B. cinerea (Grinstein et al.,, 1997). La infeccion induce pequefias lesiones
sobre los pétalos (Pie y DeLeeuw, 1991) y ocurren infecciones latentes que no
son visibles a la cosecha pero desarrollan cuando las flores maduran o cuando
prevalece una alta humedad (Elad et al., 1993) No se encontré ninguna referencia

acerca de la coloracién de las manchas en los pétalos.

En Estados Unidos Trichothecium roseum fue mencionado sobre rosal
por Sweets et al. (1982) al realizar ensayos de control de atizonamientos.Las
pruebas de patogenicidad fueron realizadas por dichos autores sobre los
cultivares Belinda y Golden Fantasy, que manifestaron respectivamente un
atizonamiento que no alcanza el tallo principal y uno mas extendido que en
algunos casos ocasiona la muerte de la planta. T. roseum es generalmente
encontrado como saprofito sobre tejido vegetal senescente, como parasito
secundario sobre frutos de manzano y también ha sido aislado del suelo (Rifai y
Cooke, 1966). Es un hongo ubicuo, saprofito, comun en semillas, que puede
actuar como patdégeno débil, frecuentemente causando pudriciones en manzanas
en almacenamiento y algunas veces produciendo pudriciones en semillas de
especies forestales y de Zinnia elegans (Neergard, 1979). Fue aislado de
semillas de lenteja (Lens culinaris) almacenadas durante 9 afios, sobre las

cuales produjo retardo y disminucién en el porcentaje de germinacion (Simay,
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1991). Trichothecium sp. (probablemente T. roseum) puede aparecer como
contaminante sobre lesiones en seres humanos (Neergard, 1979). T. roseum se
probé como biocontrolador de la podredumbre morena del duraznero ocasionada
por Monilinia fructicola, brindando un eficiente control de la enfermedad en

floracion (Moreira, 2005).

Constituye ésta la primera referencia acerca de T. roseum como patégeno
de rosal en la Argentina (Wright et al., 2002a; 2007).

Alternaria alternata es el principal agente causal del atizonamiento
observado en cultivos para jardines. A. alternata ha sido mencionado en la India
como causante de un “dieback” que produjo severos dafios sobre un cultivar de
Rosa damascena, con una incidencia de entre 5 al 30% (Bhatnagar y Mathur,
1987). A. alternata produce pudricion de esquejes de rosal en enraizamiento
(Ypema et al., 1987). Horst (1983) cita a A. alternata y Alternaria spp. como
patdogenos que causan manchas foliares durante periodos lluviosos y, si las
condiciones humedas persisten, puede infectar botones florales y flores. A.
alternata ha sido mencionado como agente causal de atizonamiento de hojas de
rosal (Bedi y Singh, 1972; Sahni, 1973; Sezgin et al., 1973). Alternaria sp. ha
sido citado en distintas localidades de Venezuela y bajo distintas condiciones
climaticas produciendo sintomas en hojas, tallos y flores (Vargas et al., 1989). A.
circinans (A. brassicicola) fue citado en Colombia produciendo manchas
foliares (Lopez y Granada, 1998). Sweets et al. (1992) obtuvieron aislamientos
de A. alternata a partir de plantas atizonadas en cultivos comerciales bajo
cubierta. Sin embargo, al realizar las pruebas de patogenicidad observaron un
atizonamiento de solo 2 mm de longitud, a partir del cual no pudieron reaislar el

microorganismo.

A. alternata es la especie del género Alternaria mas frecuentemente
citada en la literatura. Incluye saprofitos, parasitos de las plantas v,
ocasionalmente, de animales y seres humanos. En la mayoria de los casos
aparece como un patdégeno oportunista atacando tejidos senescentes o plantas

muy estresadas. En otros casos puede ser patdgeno de plantas creciendo en
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forma vigorosa. El hospedante mas comun es el tabaco, seguido de un grupo
entre los que se encuentran banana, cebada, clavel, zanahoria, cebolla, mani,
rosal, soja y girasol. Es ademas el patégeno mas frecuente en frutos
almacenados. Se mencionan infecciones latentes sobre cartamo, tabaco y frutos

de tomate y mango entre otros (Rotem, 1994).

_La penetracion se produjo por heridas en coincidencia con Rotem (1994)
que afirma que la penetracion de A. alternata en distintos hospedantes se
produce a través de heridas o por las flores (Rotem, 1994). En el presente estudio
se observaron infecciones latentes por Alternaria alternata sobre tallos de rosal,
ya que puebas de patogenicidad para dos de los patégenos debieron ser
repetidas por haberse atizonado los testigos supuestamente sanos y sobre ellos

se detecto la presencia de esta hongo.

Constituye ésta la primera referencia acerca de Alternaria alternata

afectando cultivos de rosal en la Argentina (Pizzingrilli et al., 2003).

Pestalotiopsis guepinii se presentd con baja incidencia, tanto en rosales
para flor de corte como para ornamentacion de jardines. No se observo la muerte

de ramas en cultivo ni como consecuencia de las pruebas de patogenicidad.

Pestalotia sp. ha sido citado en distintas localidades de Venezuela y bajo
distintas condiciones climaticas produciendo sintomas en hojas y flores de rosal
(Vargas et al., 1989). Pestalotiopsis versicolor ha sido mencionado produciendo
manchas foliares sobre Rosa alba, que comenzaban desde el borde de las hojas
(Jamaluddin y Tandom, 1996). P. adusta fue citado en la India como productor de
manchas foliares (Rai, 1985), P. populi-nigrae ha sido mencionado produciendo
atizonamientos de tallos en rosal (Kimishina et al., 1996) y Pestalotia longisetula
sobre tallos (Matta et al., 1976).

Pestalotiopsis guepini no ha sido citado hasta el momento como

patdgeno del rosal en nuestro pais, popr lo cual se trataria de la primera cita.
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Fusarium oxysporum fue aislado exclusivamente de cultivos para flor de
corte, con una baja incidencia, excepto sobre un cultivar (llegando al 16%). No se
observé la muerte de ramas en cultivo ni como consecuencia de las pruebas de

patogenicidad.

Farr et al. (1989) mencionan la presencia de F. oxysporum y Fusarium
sp. como agentes de pudriciones de raices y tallos, mientras que en Argentina
Gamboa (1982) determindé a F. oxysporum como agente causal de un
marchitamiento en rosal. Fusarium redolens (F. oxysporum var. redolens) y F.
solani fueron citados como agentes causales de marchitamiento sobre rosal en
Colombia (Lopez y Granada, 1998) y en India (Shukla y Chowdhry., 1988). F.
oxysporum, F. redolens y F. solani producen pudricion de esquejes de rosal en
enraizamiento (Ypema et al.,, 1987). F. oxysporum produjo en Venezuela una

pudricion seca de tallos (Vargas et al., 1989).

No se encontraron referencias acerca de Fusarium verticillioides
parasitando ejemplares de Rosa sp. en bibliografia nacional ni internacional, por

lo que se trataria de la primera cita de este organismo en rosal.

Phomopsis sp. se presentd con baja incidencia, tanto en cultivos para
produccion de flores como para ornamentacion de jardines. No se observo
muerte de ramas en cultivos para flores: En cultivos para ornamentacion de
jardines produjo muerte de ramas y aun de la planta. Las plantas inoculadas

artificiamente a través de las pruebas de patogenicidad mrieron en su totalidad.

Garibaldi y Gullino (1973) y Cristinzio et al. (1973) mencionan a
Phomopsis sp. como agente causal de cancros en tallos en ltalia. Pitta y
Teranishi (1973) encuentran en Brasil asociacion entre la desecacion de tallos de
rosal y la presencia de Phomopsis sp. y Botryodiplodia sp. A partir de sintomas
de atizonamiento de tallos de rosal que comenzaban a partir de heridas de la
poda y que afectaban gran parte de los mismos, Grasso y La Rosa (1982) aislan
Phomopsis incarcerata y Cytospora rosarum, pero solo el primero de ellos

reprodujo los sintomas. Phomopsis mali es citado como un patégeno importante
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en el Reino Unido (Rowell, 1990). P. gulabia causa una severa defoliacion en
rosal en la India (Lal y Arya, 1981). Phomopsis sp. fue aislado de hojas y flores

de rosal en Venezuela (Vargas et al., 1989).

Constituye esta la primera referencia acerca de la presencia de
Phomopsis sp. como patégeno de cultivos de rosal en la Argentina (Wright et al.,
2006).

Entre las practicas de cultivo y las condiciones ambientales que podrian
haber favorecido la alta incidencia de atizonamientos observados en las
producciones de rosas se encuentran a) alta humedad relativa ambiente en
algunos invernaculos, b) falta de experiencia y capacitacion de encargados, c)
permanencia de tallos atizonados sin realizar podas de limpieza, d) residuos de
corte que no se eliminan de los invernaculos, e) falta de desinfeccion de
herramientas, f) uso inadecuado de fungicidas, reiterando aplicaciones de
productos (que en algunos casos ni siquiera son los adecuados) que podrian
generar fendbmenos de resistencia, @) uso de materiales vegetales de origen
incierto. La edad de las plantas no pareceria tener influencia en la manifestacion
de los sintomas, ya que plantas de un mismo cultivar de menos de un afio y de 2

a 3 anos presentaron valores de incidencia similares.

Como resultado de las pruebas de patogenicidad se observo que P.
guepini y F. verticillioides no produjeron la muerte de la planta, la que si fue

producida por B. cinerea, T. roseum. A. alternata y Phomopsis sp.

No existe una sintomatologia especifica que pueda asociarse en forma
directa a cada microorganismo aislado. Sélo puede determinarse la etiologia a
simple vista cuando los signos son bien visibles y faciles de identificar, como
ocurre en general con B. cinerea y T. roseum. En otros casos se deben realizar
estudios de laboratorio, como confeccion de camaras humedas o aislamiento de
los organismos involucrados. Si bien las pérdidas ocasionadas son importantes,
en general los productores de rosales para flor de corte no le dan la importancia

que tiene la enfermedad en relacién a otras mas tradicionales como el oidio, el
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mildiu, la roya o la mancha negra. En cambio, en las producciones para su uso
como arbusto ornamental, los productores mostraron una mas clara conciencia

del problema.
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2.7. CONCLUSIONES

La enfermedad aparece a partir de las ramas heridas por la poda o por el
corte para la cosecha de flores.

La incidencia del atizonamiento fue muy elevada en la mayoria de los cultivos
analizados, con un promedio del 70% en cultivos para flor de corte y del 55%
en plantas para ornamentacion de jardines

En las plantaciones para la produccidon de flores, los atizonamientos pueden
conducir esporadicamente a la muerte de la planta, mientras que en rosales
para su utilizacion como arbusto ornamental se produjo un 40% de muerte de
plantas.

El atizonamiento de los tallos del rosal es ocasionado por un complejo de
hongos que incluye a Botrytis cinerea, Trichothecium roseum, Alternaria
alternata, Pestalotiopsis guepinii, Fusarium verticillioides. y Phomopsis
sp. Constituye esta la primera referencia acerca de la presencia de
Trichothecium roseum, Alternaria alternata, Pestalotiopsis guepinii,
Fusarium verticillioides. y Phomopsis sp. como agentes causales de
enfermedades del rosal en la Argentina.

Los muestreos realizados permiten afirmar que B. cinerea es el patégeno que
presenta una mayor incidencia en rosales para flor de corte , seguido por T.
roseum.

B. cinerea es el unico patégeno que afecta otros érganos de la planta,
produciendo sintomas de atizonamientos sobre flores, pimpollos y pedunculos
florales.

A. alternata es el patdogeno que presenta una mayor incidencia en cultivos
para jardines, en tanto que T. roseum fue aislado solamente de cultivos para
produccion de flores. Constituye esta la primera cita de Fusarium
verticillioides como patdégeno de rosal..

No existe una sintomatologia especifica asociada a cada patégeno.

En casos aislados se encontré a A. alternata asociado a P. guepini o

Phomopsis sp.
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Bajo la técnica del agobio la incidencia del atizonamiento fue menor y su
avance restringido a 5 cm, obteniéndose solo aislamientos de A. alternata y
Phomopsis sp. En cambio, sin agobio se obtuvieron aislamientos de todos
los patdgenos estudiados y el atizonamiento avanzaba llegando a matar la
planta en casos aislados.

La incidencia de la enfermedad esta estrechamente relacionada el manejo del

cultivo.
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3. CONTROL BIOLOGICO DE

Botrytis cinerea
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3.1. INTRODUCCION

Botryotinia y Botrytis estan entre los géneros fitopatdogenos y saprofitos
mas ubicuos, afectando principalmente vides, frutas finas, horticolas, bulbosas,
plantulas y cultivos bajo cubierta (Jarvis, 1977). En general, cuanto mas intensivo
es un cultivo, mas expuesto esta a la infeccion por B. cinerea cuando las
condiciones ambientales son favorables para la enfermedad (Rosslenbroich vy
Stuebler, 2000)

La mayoria de las especies de Botrytis secretan toxinas y enzimas,
particularmente pécticas, que degradan la pared celular. La célula hospedante
muere Y la hifa avanza por los tejidos moribundos y muertos. Los extremos hifales
estan a cierta distancia de sus enzimas y toxinas. De esta manera el hongo sigue
construyendo un ambiente saprofitico para la colonizacion y esporulacion. En el
caso de B. cinerea el proceso de degradacion continua sobre los tejidos muertos
(Jarvis, 1977). Es un hongo polifago, necrotrofico. En general se comporta como
parasito oportunista, limitdndose a colonizar 6rganos debilitados, aunque
adquiere importancia cuando las condiciones ambientales son favorables (Alpi y
Tognoni, 1991). El estado nutricional de la planta, deficiencias de nitrégeno,
fésforo, potasio 0 magnesio y excesos de nitrogeno, aumentan la incidencia de
Botrytis spp. El calcio en cantidades adecuadas confiere resistencia,
probablemente por su efecto sobre la estructura de las paredes celulares (Jarvis,
1977).

Se ha observado penetracion por estomas en hojas de haba (Louis, 1963,
citado por Jarvis 1977), hojas de gladiolo (Bald, 1952) y ciruelas y pelones (Fourie
y Holz, 1995). Se ha verificado la penetracién directa de B. cinerea en hojas y
flores de cyclamen (Palmucci et al., 1997), en hojas de lilium (lkata y Hitomi,
1933, citados por Jarvis, 1977), pétalos de almendro (Ogawa y English, 1969),
frutos de tomate (Verhoeff, 1970), hojas de haba (Mc Keen, 1974), flores de
pepino (Elad, 1988b), rosas (Pie y De Leeuw, 1991) y uvas (Coertze y Holz,
2001). Rivera (2005) sugiere una tendencia a la penetracion por heridas sobre

discos de hojas de cyclamen.

70



En muchas enfermedades causadas por B. cinerea los conidios sirven
como indculo inicial, en invernaculos pueden originarse en fuentes del interior y
exterior de los mismos (Kerssies, 1993, citado por Hausbeck y Moorman, 1996).
La prevalencia y sobrevivencia de los esclerocios en el invernaculo son
desconocidos (Hausbeck y Moorman, 1996), y por lo tanto la importancia de estas

estructuras como inéculo.

Estrategias para el control de de Botrytis cinerea

Los cultivos florales bajo cubierta estan constantemente amenazados
por esta especie. Si bien existe un amplio conocimiento acerca de la biologia
general del hongo, el moho gris continia causando pérdidas significativas en

todas las etapas de la produccion floricola (Hausbeck y Moorman, 1996).

Algunas de las razones que explican la dificultad para el control de B.
cinerea son: a) es un patégeno sumamente polifago, b) tiene una alta capacidad
saprofitica, c) es comun la aparicion de fendmenos de resistencia a los
fungicidas, d) el ambiente con alta humedad relativa y agua libre del invernaculo
favorece el rapido desarrollo y la esporulacidn prolifica, e) esporula rapidamente
sobre tejidos enfermos y senescentes y f) algunos cultivos y partes de plantas son
altamente susceptibles. La accion mecanica asociada con la cosecha y transporte
de las flores y las gotas de agua provenientes del riego o de la aplicacion de
pesticidas, liberan y dispersan conidios en el ambiente del invernaculo (Hausbeck
y Moorman, 1996). Es una especie altamente heterogénea y variable
genéticamente (Alfonso et al., 2000, Calpas et al., 2006), capaz de adaptarse a
muchas condiciones ambientales y que produce infecciones asintomaticas

(Hausebeck y Moorman. 1996).

El control debe enmarcarse entonces en un esquema de manejo integrado,
que combine estrategias culturales, quimicas, genéticas y biolégicas. Para la FAO
(2006), el manejo integrado de plagas (MIP) es la cuidadosa consideracion de

todas las técnicas disponibles para combatir las plagas y la posterior integracion
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de medidas apropiadas que disminuyan el desarrollo de las poblaciones de
plagas y mantengan el empleo de biocidas a niveles econdmicamente
justificados. Por otra parte reducen al minimo los riesgos para la salud humana y
el ambiente. La FAO (2007) considera plaga a cualquier especie, raza o biotipo
vegetal o animal o agente patdégeno dafino para las plantas o productos
vegetales. En el MIP la integracion de métodos de lucha contra plagas debe
adaptarse a las condiciones agroecolégicas y socioecondmicas de cada situacion
especifica (FAO, 2006).

Medidas culturales:

Saneamiento: Los restos de plantas infectadas deben eliminarse para
reducir las fuentes de inéculo. El saneamiento como unico método es insuficiente
para controlar al hongo, a causa de la dispersion y el rapido aumento de la
concentracion de inoculo a través de varios ciclos de esporulacién (Plaut y
Berger, 1981).

Manejo de las condiciones ambientales: Se debe reducir la humedad
relativa dentro del invernaculo a través de un buen flujo de aire en el cultivo
(Hausbeck y Pennypacker, 1996). En cultivos de frutilla se observé una reduccion
de la pudricion de los frutos con un mayor espaciamiento entre plantas (Legard et
al., 2000).

Medidas quimicas:

La aplicacion de fungicidas brinda proteccion pero no compensa el mal
manejo del ambiente o pobres practicas de saneamiento, especialmente si la
presion de la enfermedad es alta. Los fungicidas generalmente se aplican solos,
aunque las mezclas de dos o0 mas de ellos proveen mayor proteccion y son mas
efectivas. Aunque hay numerosas marcas comerciales disponibles para el control
de Botrytis, existen actualmente pocos modos de accion. La resistencia de B.
cinerea a los fungicidas limita severamente las opciones de control quimico

(Hausbeck y Moorman, 1996). Se entiende por modo de accién al modo en que
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acruan los fitoterapicos, pudiemdo ser de proteccion superficial o externa, con
poder erradicante o accion retroactiva, de accion sistémica o interna, o
episistémicos o mesosistémicos (Pérez, 2004). El primer caso documentado de la
resistencia de una poblacion del hongo a benomyl fue en cyclamen en un

invernaculo (Bollen y Scholten, 1971, citados por Hausbeck y Moorman, 1996).

Al comienzo del control quimico de Botrytis se utilizaban exclusivamente
fungicidas del grupo de los Benzimidazoles, pero debido a su uso repetido y
continuo, se desarrollaron fendmenos de resistencia en varias regiones del
mundo, lo que llevo a utilizar otro tipo de fungicidas que no presentaran estos
problemas, las dicarboximidas, las que posteriormente también presentaron
fendbmenos de resistencia (Auger y Esterio, 1997). Montealegre y Vasquez (1995)
y Raposo et al. (1996) encuentran aislamientos de B. cinerea con resistencia
multiple a fungicidas. El nivel de resistencia de B. cinerea a benzimidazoles y
dicarboximidas se ha incrementado en los ultimos afos (Montealegre y Vasquez,
1995)

Las estrategias para prevenir o retardar la resistencia a los fungicidas son:
a) reducir el numero de aplicaciones, para disminuir la presion de seleccion,
recurriendo al control quimico solo en los periodos y condiciones ambientales
mas favorables para el ataque del hongo, b) alternancia de la secuencia de
aplicaciones, cuando estan disponibles sustancias de igual efectividad y modo de
accién, y c) mediante la aplicaciéon de practicas culturales para reducir la
intensidad de la enfermedad, disminuyendo la presidn de seleccion (Auger y
Esterio, 1997). Con el descubrimiento de nuevos ingredientes activos, junto con
los compuestos mas antigios, se pueden implementar estrategias de manejo
efectivas contra la resistencia de B. cinerea a fungicidas (Rosslenbroich vy
Stuebler, 2000).

Medidas genéticas:

La variabilidad genética del patdégeno, la produccion de infecciones

asintomaticas y las interacciones con el ambiente hacen complicada la busqueda
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de resistencia (Hausbeck y Moorman, 1996). No se disponen de cultivares
resistentes a B. cinerea en ninguna especie (Elad y Shtienberg, 1995). No existe
una resistencia efectiva contra B. cinerea en cultivares de rosal (Pic y Brouwer,
1993). Sin embargo, Hammer y Evensen (1994) encuentran diferencias en
susceptibilidad al tizén de flores entre dos cultivares de rosal, detectando una
relacion entre la respuesta a la infeccion y el grosor de la cuticula de las flores. Se
encontrd resistencia a la botrytis del tallo en Rubus pileatus, la que pudo ser
transferida a frambueso (Jennings y Brydon, 1989). Lavy-Meir et al. (1989)
encontraron supresién de la elongacién del tubo germinativo de B. cinerea,
prolongacion del periodo de incubacion necesario para la infeccion y reduccion de
la incidencia de podredumbre en frutos de tomate de mutantes durante el

almacenamiento.

Las defensas naturales que protegen a la planta de B. cinerea son
muchas y diversas, las que pueden ser fortalecidas por practicas culturales y
manejo del ambiente de pre y poscosecha. Se ha observado variacién genética
en la resistencia a B. cinerea dentro de las especies, pero no se ha identificado
resistencia gen a gen. El retraso de la senescencia confiere resistencia. La
cuticula y la pared celular del hospedante pueden ser barreras para el desarrollo
del patégeno (Elad y Evensen, 1995).

Rivera (2005) encuentra una alta variacion en la respuesta a la inoculacién
del patdgeno entre cultivares y 6rganos de Cyclamen persicum. El cv. Nacional
presenté la mayor susceptibilidad, mientras que los tejidos florales presentaron
una mayor susceptibilidad a la infeccion y un menor periodo de incubacion

respecto de los foliares.

Control biolégico de enfermedades de las plantas
Durante los ultimos afos y ante una mayor demanda de alimentos, la

agricultura moderna intensific6 todos los factores productivos en busca de

aumentar la producccion. Los logros obtenidos fueron excelentes, pero estuvieron
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basados en un mayor gasto de energia y en la incorporacién de nuevas tierras.
(Cook y Baker, 1983). Como alternativa al control tradicional, y como
complemento de técnicas de cultivo, se encuentra el control biolégico (Mariano y
Michereff, 1994; Sutton, 1994). Muchos tratamientos por aplicacion de fungicidas
son temporarios en su efecto, requiriendo aplicaciones repetidas. El control
bioldgico, cuando es efectivo, generalmente es mas duradero (Baker y Cook,
1974). Virtualmente todas las enfermedades estan expuestas naturalmente al
control biolégico por efecto de microorganismos presentes en el ambiente
(Gasoni et al., 2004). El control biolégico de fitopatdogenos es fundamentalmente
una cuestion de manejo ecolégico de una comunidad de organismos (Van

Driesche y Bellows, 1996).

Baker y Cook (1974) definieron al control biolégico como la “reduccion de la
densidad de indculo, o de las actividades productoras de enfermedad de un
patdgeno o parasito, en su estado activo o de dormicidon, por uno o mas
organismos, conseguido naturalmente o a través de la manipulacion de ambiente,
hospedante o antagonista, o por la introduccidon de uno o mas antagonistas”.
Posteriormente, resumen la definicion de control biolégico como “la reduccion de
la densidad de in6culo o de la actividad de un patégeno, para causar una
enfermedad, llevada a cabo a través de uno o mas organismos diferentes del
hombre” (Baker y Cook, 1983). La Academia Nacional de Ciencias de los Estados
Unidos (1987, citado por Monte Vasquez et al.,, 2005) lo define como “la
utilizacidon de organismos naturales o modificados, genes o productos geénicos,
para reducir los efectos de organismos indeseables, y para favorecer organismos
utiles para el hombre, tales como cultivos, arboles, animales y microorganismos

beneficiosos”.

El control biolégico rara vez elimina a un patdégeno, pero reduce su numero o
habilidad para producir enfermedad. Este control puede obtenerse con poca o
ninguna reduccién en la poblacion del patégeno o tal vez sin prevenir infeccion
(Baker y Cook, 1974). El control biologico presenta las siguientes caracteristicas:
a) No elimina la enfermedad, b) Mantiene al patégeno dentro del equilibrio
natural, c) Cada relacidn planta-patogeno es absolutamente unica, por lo cual las

posibilidades del control bioldégico son ilimitadas, d) Si se realiza adecuadamente,
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apenas tiene efectos colaterales, e) Los agentes de biocontrol se seleccionan en
sistemas autoequilibrados y con alta especificidad respecto al hospedador, f) No
proporciona beneficios inmediatos, pero puede ser duradero, g) Es barato e
inocuo para la vida en general y ae ajusta a diferentes tipos de agricultura, h) Un
agente de control biolégico (ACB) puede desplegar mas de un mecanismo de
control cuya importancia relativa dependera de la condiciones ambientales

existentes (Monte Vasquez et al., 2005).

Se pueden enumerar como ventajas del control biologico: a) Los ACB
suelen ser compatibles con otras formas de control, b) Es muy barato y puede
autoperpetuarse, c) No elimina los organismos que ayudan mantener al patégeno
controlado, d) No tiene efectos daninos para el hombre, otros cultivos, arboles,
animales, vida silvestre y otros organismos beneficiosos, e€) No se han descrito
resistencias a los ACB, f) Resulta ambientalmente seguro, debido a que no se
acumulan en la cadena alimentaria, g) Es efectivo en ambientes naturales y
artificiales. Como desventajas se pueden mencionar: a) No existe un ACB
universal, b) No tiene éxito si no se tiene en cuenta que la poblacién del patégeno
varia en funcion del hospedante, sus enemigos naturales y el ambiente. c) Las
empresas fitoquimicas se resisten a modificar sus sistemas de produccién,

mientras la opinién publica no se lo demande (Monte Vasquez et al., 2005).

El control biolégico puede ser realizado mediante: a) Explotacién del control
natural, en aquellos casos en que se pueda disponer de un suelo supresivo, b)
Introduccion masiva de agentes de biocontrol y ¢) Manipulacion del ambiente, en
beneficio de aquellos posibles antagonistas presentes en el ecosistema, que
pudieran controlar la interaccion del patégeno con su hospedador (Monte
Vasquez et al., 2005).

Antagonistas como componentes del Control Bioldgico
Los componentes del control bioldgico son el patégeno, el hospedante y el
antagonista interaccionando en un sistema biolégico (Bettiol, 1991a). Un

antagonista es definido como un oponente o adversario. El término se refiere a un

componente capaz de interferir en el proceso de la vida de los patdgenos
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vegetales; pueden ser hongos, bacterias, nematodes, protozoarios, virus, viroides,
semillas, etc. (Baker y Cook, 1974). En la naturaleza existe una interaccién
continua entre los potenciales patdégenos y sus antagonistas de forma tal que
estos ultimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria de los casos,

es decir que el control biologico funciona naturalmente (Cook y Baker, 1983).

Los mecanismos de interacciones antagonicas entre patéogenos vy
antagonistas con la planta incluyen competencia, antibiosis, parasitismo,
predacion, hipovirulencia e induccion de defensa del hospedante (Baker y Cook,
1974; Cook y Baker, 1983; Bettiol, 1991a). Un antagonista puede actuar a través
de uno o mas mecanismos de interacciones antagdnicas, incluso una
caracteristica adecuada de un antagonista es presentar mas de un mecanismo,
de manera de aumentar sus posibilidades de éxito (Bettiol, 1991a). Ninguno de
los mecanismos es necesariamente exclusivo y frecuentemente un aislamiento
posee varios modos de accion. Para algunos antagonistas, diferentes
mecanismos o0 combinaciones de mecanismos pueden estar involucrados en la

supresion de diferentes patdégenos (Gasoni et al., 2004).

La antibiosis es definida como una interaccion entre organismos en la cual
uno o mas metabolitos producidos por un organismo tienen efecto dafino sobre
otro. Usualmente ocurre inhibicion del crecimiento y/o de la germinacion,
pudiendo ser letal, y el metabolito puede penetrar a la célula e inhibir sus

actividades por toxicidad quimica (Bettiol, 1991a).

Competencia es el esfuerzo de dos o mas organismos para obtener la
cantidad que cada uno quiere de un sustrato, en la forma especifica y bajo las
condiciones especificas en las que dicho sustrato esta presente, cuando la
provision no es suficiente para ambos. En esencia, la competencia es por
nutrientes (particularmente carbohidratos de alta energia, pero también nitrégeno)
y posiblemente ciertos factores de crecimiento. La competencia puede ser

también por oxigeno o espacio (Bakery Cook, 1974).

El parasitismo consiste en la utilizacion del patbgeno como alimento por su

antagonista. El parasitismo de hongos que a su vez son parasitos de plantas se
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denomina hiperparasitismo (Gasoni, 1994). Los hiperparasitos atacan hifas y
estructuras de resistencia o supervivencia de los patdégenos de las plantas,
reduciendo la infeccion y el inéculo del patégeno (Bettiol, 1991a). Generalmente
se ven implicadas enzimas extracelulares que lisan las paredes de las hifas,

conidios o esclerocios (Melgarejo et al., 1989; Ulhoa, 1996).

En el caso de la predacion, el antagonista se alimenta de materia organica
entre la cual ocasionalmente se encuentra el patdgeno. Las referencias mas
conocidas citan la presencia de amebas en suelos supresores de enfermedades
las que se alimentan de las hifas de los hongos patégenos entre otras fuentes de
alimento (Campbell, 1989; Bettiol, 1991a).

La hipovirulencia es usada introduciendo una cepa de un patégeno menos
agresiva o no patogénica (Bettiol, 1991a), que reduce la capacidad del patégeno
para producir enfermedad (D’Arcy et al., 2001) a través de la ocupacién del
habitat y/o la induccién de defensa. La induccién de defensa del hospedante por
microorganismos o sus metabolitos tiene accion directa sobre el hospedante y no
sobre el patégeno. Numerosos microorganismos o sus metabolitos pueden inducir
al hospedante a alterar sus mecanismos bioquimicos de respuesta (Bettiol,
1991a).

Busqueday seleccion de antagonistas de patégenos del filoplano

El aislamiento y la seleccidn de microorganismos antagdnicos sustentan
todo programa de control biolégico, determinando las chances de éxito (Bettiol,
1991c). El control biolégico se caracteriza por la introduccion de un antagonista
del agente causal de una enfermedad. En toda introduccion de organismos
exdgenos se requiere evaluar el potencial patogénico, la capacidad de inducir
alergias, etc. Se sugiere entonces, cuando sea posible, que la selecciéon de los
antagonistas sea iniciada por la busqueda de aquellos residentes en el
hospedante, de tal manera se minimizaran los problemas (Bettiol, 1991c; 1997).
Segun Blakeman y Fokkema (1982) los microorganismos residentes, que

desarrollan naturalmente en la superficie de las plantas se adaptan para
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sobrevivir y crecer en ese habitat. Si esos organismos poseen efectiva accion
antagobnica, deben ser preferidos a los de otros habitats, que pueden ser
igualmente antagonistas del patdégeno. Posiblemente los microorganismos de
otros habitats estaran menos adaptados a vivir por largos periodos en el filoplano
y, consecuentemente deberan ser aplicados mas frecuentemente en la superficie
foliar (Bettiol, 1997).

Sobre el filoplano se encuentran exudados foliares, residuos organicos,
granos de polén, secreciones causadas por afidos y otras sustancias (Bettiol,
1991b). Sobre las superficies foliares vivne grandes poblaciones de organismos
epifitos que son capaces de influenciar sobre las especies patdégenas en el
proceso de infeccidon de las hojas y tallos (Fokkema, 1976, citado por Bettiol,
1991b). De acuerdo a su capacidad antagdnica, podran desplazar; reducir,
suprimir o inducir resistencia al patégeno. Muchos de los antagonistas mas
efectivos de los hongos fitopatogenos son razas no patdégenas o especies
relacionadas con éstos, que estan adaptadas ecoldégicamente al cultivo (Mitdieri,--
--). Este conocimiento ha estimulado el interés por el control biologico de

patdgenos de la parte aérea de las plantas (Bettiol, 1991b).

La microflora saprofitica natural de la superficie de la planta con actividad
antagodnica ha reducido la incidencia de enfermedades a campo, produciendo
control biolégico natural. Los patdégenos de las plantas, antes de penetrar al
hospedante, comunmente son transeuntes (pasajeros) del filoplano, estando
durante este periodo expuestos a interacciones con microorganismos epifitos.
Las condiciones del ambiente abiotico de la parte aérea son muy diferentes a las
del suelo. La temperatura y la humedad fluctian mas rapida y ampliamente, y el
microorganismo esta expuesto a la luz del sol y a la radiacion ultravioleta, hay
mayor exposicion al clima y riesgo de ser lavado por la lluvia (Baker y Cook,
1974). El equilibrio de la poblacion microbiana del filoplano puede ser facilmente
quebrado por la interferencia del hombre. Las modificaciones en la superficie
foliar y su microambiente pueden ocurrir debido a polucién, aplicacion de
productos quimicos, como fungicidas, insecticidas, acaricidas, hormonas o
fertilizantes entre otros. Estas alteraciones pueden interferir en la ocurrencia de
las enfermedades (Bettiol, 1991b).
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Los microorganismos comunmente encontrados en el filoplano son
bacterias, levaduras y hongos filamentosos, provenientes principalmente de
semillas, suelo y aire. Después del inicio de la colonizacion del filoplano los
diferentes microorganismos estan presentes simultaneamente, siendo esta
ocurrencia indispensable para el control biolégico natural. Inclusive, una de las
maneras de incentivar el control natural es el mantenimiento del equilibrio de la
poblacién microbiana del filoplano (Bettiol, 1991b). Con el conocimiento de la
existencia de grandes poblaciones de microorganismos epifiticos en las
superficies foliares y de que son capaces de interferir sobre las especies
patogénicas en el proceso de infeccidon de las hojas, se han desarrollado
numerosos estudios sobre el control bioldgico de enfermedades del filoplano, y

muchos alcanzaron resultados promisorios (Bettiol, 1991b).

Segun Blakeman y Fokkema (1982), para que un antagonista tenga éxito
debe tener capacidad para multiplicarse y colonizar la superficie de la planta.
Para cada patosistema existe un lugar mas apropiado para realizar la seleccion
de los antagonistas. Las chances de obtener microorganismos efectivamente
antagonicos aumenta, realizando los aislamientos en el ambiente donde seran
utilizados. Para Baker y Cook (1974) un antagonista eficiente puede ser
encontrado en cualquier lugar, pero las chances de éxito son incrementadas por
la investigacion sistematica en lugares seleccionados, reduciendo las tentativas
inutiles. Sugieren que los antagonistas deben ser buscados en areas donde la
enfermedad ocasionada por un patégeno no ocurre o ha disminuido, o no puede
desarrollarse, a pesar de la presencia de hospedantes susceptibles en tasas
superiores a aquellas donde la enfermedad ocurre. Las sugerencias de estos
autores incluyen lugares donde: 1) el patdogeno es incapaz de establecerse; 2) el
patdgeno esta presente pero no causa enfermedad; 3) el potencial de in6culo del
patogeno disminuye con el monocultivo; 4) el hospedante y el patégeno son
nativos y 5) por diversas razones se sospecha de la presencia de antagonistas en

el area.

Segun Andrews (1985) muchos investigadores prefieren seleccionar

microorganismos con caracteristicas como: a) ausencia en donde el control sera
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aplicado, b) crecimiento explosivo, c) estabilidad y esporulacion en medio de
cultivo, d) miembros de especies o géneros conocidos como antagonistas, e)
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas diferentes para facilitar el

reconocimiento y f) supervivencia bajo distintas condiciones.

Para aislar antagonistas de la superficie foliar, distintos investigadores
realizan lavados de 6rganos de las plantas con agua destilada estéril en agitador
por determinado tiempo. Con esta suspension se realiza una dilucion en serie,
plaqueando en medio de cultivo. Todas las colonias que desarrollan son
purificadas y testadas en su capacidad de inhibir el patdgeno (Bettiol, 1991c).
Todos los métodos de seleccion de antagonistas se basan en evidencias de que
un organismo candidato interfiere, de algun modo, en el desarrollo del patégeno o

reduce la enfermedad.

Un programa de control biologico se basa en la seleccion de
microorganismos antagonicos, que puede ser realizada in vitro o in vivo. En el
primer caso en general se prueban grandes poblaciones, a través de métodos de
seleccion cualitativos 6 cuantitativos, tales como agar en placas o cultivo en
medio liquido. El cultivo dual es el método mas utilizado en estudios de
antagonismo in vitro. Una de las formas de realizarlo es sembrando el posible
antagonista y el fitopatdgeno en placas de Petri conteniendo un medio agarizado
y midiendo el desarrollo del fitopatégeno (Mariano, 1993). Los ensayos in vitro
son de facil ejecucion pero son pobres predictores del comportamiento del
antagonista in vivo. Se recomienda entonces complementar dichos ensayos por
otros in vivo, primero sobre condiciones controladas y posteriormente sobre las
condiciones en las que los antagonistas seran utilizados (Bettiol, 1991c). La
principal critica que se le hace a los métodos in vitro se basa en que, la mayoria
de las veces, los resultados no coinciden con los de los ensayos realizados in
Vivo, sea bajo invernaculo o a campo. A pesar de ello, la mayoria de los trabajos
publicados sobre control biolégico de enfermedades de las plantas presentan una

seleccion inicial realizada en laboratorio (Mariano, 1993).

Las pruebas de antagonismo sobre la superficie foliar de plantas

creciendo en condiciones controladas son claves para la seleccién de agentes
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para el control biolégico (Andrews, 1985). Consisten, basicamente, en la
pulverizacion del antagonista sobre las hojas, la inoculacién del patégeno vy la
posterior evaluacion de la enfermedad (Bettiol, 1991c). La prueba mas importante
e indispensable para seleccionar a un antagonista es la introduccion a la
comunidad microbiana natural (Andrews, 1985). Muchos antagonistas eficientes
in vitro y en condiciones controladas no pasan por este test final (Bettiol, 1991c).
Comunmente, los organismos que muestran antagonismo en pruebas en placas
no controlan la enfermedad cuando son aplicados a las plantas. Aunque es
menos comun, ciertos antagonistas efectivos para controlar la enfermedad a
campo no muestran propiedades inhibitorias en cultivo (Andrews, 1985). Para
seleccionar microorganismos antagonistas, es deseable usar técnicas in vivo para
evitar eliminar organismos cuyos modos de accion no sea la antibiosis (Nicot et
al., 1993).

Integracion del control biolégico con el control quimico

La integracion de métodos de control de enfermedades de las plantas
permite la solucion de problemas fitosanitarios en condiciones econdmicamente
viables, con menores riesgos de fracaso y de contaminacion. En este abordaje, el
control biolégico debe ser considerado como una alternativa dentro de un
programa general de control, y su desempefio evaluado en ese contexto (Ghini,
1991). El control integrado es un sistema en el cual se utilizan varios métodos en
secuencias o épocas adecuadas, de forma de causar los menores prejuicios para
el hombre y el medio ambiente, colaborando con el control natural. Debe existir
una minima interferencia entre los métodos aplicados, siendo interesante un
efecto aditivo o sinérgico, en que cada medida de control refuerce a las demas
(Ghini, 1991).

El manejo de microorganismos antagonistas, integrado a las practicas
tradicionales, constituye wuna herramienta potencial para el control de
enfermedades (Wright et al., 1988). Segun Baker y Cook (1974) el control
bioldgico deberia ser considerado como una parte del programa de control de una

enfermedad, asumiendo un rol de importancia variable segun la patologia
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considerada. Una objecion importante a muchos de los controles quimicos de
patogenos en uso es su efecto indiscriminado sobre los restantes
microorganismos del sistema. En lugar de matar al patégeno, podria ser
solamente necesario debilitarlo y hacerlo mas vulnerable al antagonismo de la
microflora asociada (Baker, Cook, 1974). Rahe y Utkhede (1985) agregan que
agentes bioldgicos y quimicos pueden actuar como protectores directos de las
plantas y la integracion de ambos requiere minima interferencia de uno con el
otro. De esa manera, los funguicidas podrian ser aplicados en fases criticas para
la ocurrencia de la enfermedad, cuando es necesario un control eficiente a corto
plazo. En las demas fases, serian utilizados métodos de control bioldgico,
reduciendo problemas de polucion ambiental, residuos en los productos,
resistencia de hongos a funguicidas y posiblemente, el costo del control. Si las
condiciones ambientales fueran temporariamente desfavorables para el

antagonista, el fungicida podria servir como alternativa de control.

Ha despertado la atencion de muchos investigadores la posibilidad de
reducir la utilizacion de productos quimicos a través de practicas alternativas,
como la integraciébn de microorganismos antagonicos y dosis reducidas de
fungicidas (Soares de Melo, 1991). Una ventaja de la utilizaciéon de un antagonista
resistente es su efecto mas duradero en el ambiente, comparado con el efecto
efimero de un fungicida (Soares de Melo, 1991). Una asociacion de métodos de
control quimico y biolégico puede llevarse a cabo cuando la poblacion de
antagonistas es menos afectada por el fungicida que la del patégeno, o que los
antagonistas sean capaces de colonizar mas rapidamente que el patégeno la
superficie de la planta o del suelo después del tratamiento quimico (Bollen, 1982,
citado por Ghini, 1991).

El control biolégico debe ser considerado como parte de un programa de
control de enfermedades, asumiendo un rol de importancia variable para
diferentes enfermedades, dominante en algunos casos, de menor importancia en
otros. Segun Papavizas (1973, citado por Ghini, 1991) una integracion del control
quimico y biolégico es un abordaje en el cual todos los métodos de control

biolégico pueden ser utilizados para reducir la actividad del patégeno a niveles
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tolerables, siendo los productos quimicos aplicados cuando son absolutamente

necesarios.

La interferencia entre los dos tipos de control puede ser reducida mediante:
a) seleccion de productos quimicos que produzcan un minimo impacto sobre
agentes de biocontrol, b) seleccién de la época y el modo de accion del
funguicida y del producto bioldgico, c) seleccion de los antagonistas resistentes a
los fungicidas (Rahe y Utkhede, 1985). La integracién del control quimico y del
control biolégico puede también ser obtenida a través de la aplicacion de dosis
relativamente bajas de productos quimicos, cuya finalidad es estresar al patdégeno
y tornarlo vulnerable a los microorganismos antagonicos (Baker y Cook, 1974).
Como regla general, un antagonista resistente a un fungicida es resistente a los
demas fungicidas del grupo quimico al que pertenece o a los que presentan el
mismo modo de accion, visto que probablemente, estén involucrados los mismos
genes (Ghini, 1991).

Shtienberg y Elad (1997) incorporan un método de prondstico para la
integracion del control quimico y biolégico en cultivos horticolas bajo invernaculos
no calefaccionados. Cuando se espera poco 0O ningun desarrollo de la
enfermedad no se realizan aplicaciones, cuando las condiciones son ideales para
lo enfermedad se aplican fungicidas y en situaciones intermedias aplican el
biocontrolador Trichodex (Trichoderma harzianum T39). De esta manera se

redujo notablemente la cantidad de aplicaciones de fungicidas.

Control biolégico de Botrytis cinerea.

En los ultimos afos se intensificd la investigacion en relacién al control
biolégico de patdégenos de la parte aérea. Los recientes avances en el control
biolégico de enfermedades de la filosfera, que demuestran su viabilidad, son
debidos basicamente a una mayor comprension de la naturaleza fisica, quimica y
microbiolégica de la superficie foliar. A partir de ello se reconoce que el proceso
de infeccion de las hojas y de los tallos esta influenciado por la comunidad

microbiana que vive sobre la superficie foliar (Bettiol, 1997).
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Los patégenos necrotréficos pueden colonizar y esporular sobre tejidos de
plantas muertas naturalmente, pero las aplicaciones de antagonistas pueden
resultar en una colonizacion preventiva de este sustrato por saproéfitos evitando la
posterior llegada del patdgeno (Blakeman, 1991; Kohl y Fokkema, 1997). Los
microorganismos que muestran habilidad competitiva por nutrientes son comunes
sobre las hojas y son buenos candidatos para el control biolégico contra

patdgenos necrotroficos no especializados (Blakeman, 1991).

Entre los biocontroladores estudiados para el control de B. cinerea se
encuentran hongos, bacterias y levaduras. Entre los hongos utilizados con
buenos resultados se encuentra Ulocladium atrum en cyclamen (Kohl et al.,
1995a, 1995b, 1998, 2000; Kessel et al., 1999; 2002) y frutilla (Boff et al., 2002) y
U. oudemansii sobre uvas (Reglinski et al., 2005). Aislamientos de Trichoderma
harzianum redujeron el porcentaje de infeccidén de B. cinerea en frutos de frutilla,
tanto en invernaculo como en condiciones de campo (El-Zayat et al., 1993). El
aislamiento Trichoderma harzianum T39 (marca comercial Trichodex) ha sido
efectivo en el control del patégeno en uva, zapallo, tomate, frutilla (Elad vy
Kirshner, 1993), vid (Esterio y Auger, 1997) y arveja (Zimand et al., 1996).
Aislamientos de T. harzianum disminuyeron su incidencia en uvas para mesa
(Latorre et al., 1997). T. hamatum inoculado sobre turba disminuyé la severidad
de la enfermedad ocasionada en plantas de begonia (Horst et al., 2005) y
también fue efectivo sobre arveja (Nelson y Powelson, 1988) Gliocladium
roseum suprimié a Botrytis cinerea y el avance de epidemias de moho gris
sobre plantulas de abeto negro (Zhang et al.,, 1996a) y redujo los cambios
fisioloégicos asociados a la infeccidon (Zhang et al., 1996b). G. roseum suprimio la
esporulacion del patdégeno sobre semillas de garbanzo tratadas con una
suspension del antagonista (Burgess y Keane, 1997; Burgess et al., 1997) y
brindé6 un buen control del patogeno en frutila (Chaves y Wang, 2004) vy
frambueso (Yu y Sutton, 1997, 1998, 1999). Clonostachys rosea (=Gliocladium
roseum) fue efectivo en tomate (Shafia et al., 2001, Sutton et al., 2002).
Cladosporium cladosporioides y T. harzianum brindaron proteccion a tallos de

tomate con heridas (Eden et al., 1996). Epicoccum nigrum, G. roseum y T.
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harzianum suprimieron la esporulacion de B. cinerea sobre hojas de arveja

aplicados antes de la infeccion (Szandala y Backhouse, 2001).

En cuanto a las levaduras, han mostrado se eficientes Rhodotorula
glutinis y Cryptococcus albidus en arveja y tomate (Elad et al., 1994), R.
glutinis en discos de geranio (Buck y Jeffers, 2004), Cryptococcus laurentii
(Roberts, 1990) y Candida saitoana (El-Ghaouth et al, 1998, 2003) en frutos de
manzana, C. sake sobre peras (Nunes et al., 2002) y Metschnikowia fructicola
en uvas (Karabulut et al., 2003). La combinacién del control biolégico con una
levadura antagonista (Candida oleophila), tratamiento de frutos de durazno con
agua caliente a 55°C y almacenamiento en atmdsfera modificada a 0°C mostré la
mayor eficacia en el control de B. cinerea poscosecha (Karabulut y Baykal,
2004).

Entre las bacterias se destacan Bacillus subtilis sobre frutos de limén
(Arras y D'Hallewin, 1994), Pseudomonas fluorescens sobre flores de petunia
(Gould et al., 1996), P. fluorescens y Serratia plymuthica sobre discos de hojas
de repollo (Leifert et al., 1993), Candida pulcherrima sobre discos de hojas de
kiwi (Cook, 2002a), Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis y B.
subtilis (Leibinger et al., 1997), R. glutinis (Zhang et al., 2007) y A. pululans
sobre frutos de frutilla (Adikaram et al., 2002), Pseudomonas syringae (Zhou et
al., 2001) sobre frutos de manzano y B. licheniformis sobre plantas de tomate
(Lee et al., 2006). Guetsky et al. (2001) utilizan una combinacion de una levadura
(Pichia guilermondi) y una bacteria (Bacillus mycoides) para el control de B.

cinerea sobre hojas de frutilla.

Se han realizado en los ultimos veinte afios algunos estudios sobre el
control biolégico de B. cinerea en rosal. Redmond et al. (1987) y Redmond
(1987) evaluan por su potencial antagdnico hongos y bacterias aislados de
pétalos de rosa. Realizaron evaluaciones preliminares sobre flores cortadas
inoculando el antagonista 24 hs antes que el patégeno, presentando capacidad

para reducir el numero de lesiones Exophiala jeanselmei, Cryptococcus
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albidus, Erwinia sp. El antagonista mas eficiente fue E. jeanselmei que

disminuyd un 65% el numero de lesiones sobre pétalos.

Hammer et al. (1993) utilizan para el control de B. cinerea poscosecha
sobre flores de rosal un antibiético obtenido de Pseudomonas cepacia, con una
disminucion de la incidencia del 90% en relacion al testigo no tratado.
Aplicaciones semanales en invernaculos del producto comercial Trichodex 25WP
(T. harzianum) redujeron la infeccion de las ramas de rosal en un 50%. La
incidencia de los sintomas en flores disminuy6 a los dos dias de la aplicacion
pero no a los 7 dias, siendo entonces insuficiente un esquema de aplicaciones
cada 7 dias. La dificultad en controlar la infeccion de las flores por B. cinerea se
origina en el hecho de que una flor puede estar cerrada durante una aplicacion y
después, cuando el pimpollo se abre, se infecta antes de la siguiente aplicacion
(Elad et al., 1993).

Da Silva Tatagiba et al. (1997) encuentran que aislamientos de
Gliocladium roseum y Trichoderma inhamatum reducen en un 90% la
esporulacion de B. cinerea sobre restos de hojas artificialmente infectados. Otros
hongos filamentosos fueron efectivos en un 25 a 90%. Sobre pétalos inoculados
artificialmente ningun microorganismo redujo la esporulacién mas del 75%. T.
inhamatum, Cladosporium oxysporum y G. roseum fueron los mejores entre
los organismos evaluados para el control de B. cinerea en tejidos de hojas
naturalmente infectados. Diez aislamientos de hongos filamentosos, dos de
levaduras y cinco de Bacillus subtilis previnieron completamente la produccion

de lesiones sobre pétalos.

Morandi et al. (2001, 2006) consideran que un aislamiento de
Clonostachys rosea podria suprimir al patdégeno bajo sistemas de produccion de
rosal, debido a que es capaz de parasitar hifas y conidios de B. cinerea sobre
residuos de hojas, exhibe flexibilidad en su asociacién con hojas de rosal bajo un
amplio rango de condiciones microclimaticas y reduce su esporulacién sobre
hojas y residuos. C. rosea redujo notablemente la esporulacion del patégeno

sobre hojas de rosal, frutilla, tomate y eucalipto (Nobre et al., 2005)
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Los unicos estudios sobre control biolégico de B. cinerea sobre plantas de
rosal enmacetadas encontrados en la bibliografia son los de Yohalem (2004),
Yohalem y Kristensen (2004) y Yohalem et al. (2007). Dos aislamientos de U.
atrum fueron mas efectivos que otros antagonistas y que el fungicida iprodione
(Yohalem, 2004), siendo mas efectiva su aplicacion el dia anterior a la

pulverizacion con B. cinerea (Yohalem et al., 2007).

No existen antecedentes acerca del control biolégico de B. cinerea en
rosal en nuestro pais. Los unicos estudios realizados se refieren a su control en
cyclamen y tomate. Rivera et al. (2001) y Rivera (2005) evaluan la capacidad
antagodnica de micoflora asociada a distintos 6rganos de cyclamen a través de
inoculaciones sobre discos de hojas, pétalos, pedunculos y peciolos. La cepa
mas promisoria corresponde a Clonostachys rosea (=Gliocladium roseum),
que inhibié la esporulacion en todos los érganos, excepto en hojas, donde se
observé una muy baja densidad de conidiéforos. Estudios realizados por Dal Bello
et al. (2005) permitieron obtener unos 100 aislamientos de levaduras a partir del
filoplano de especies cultivadas y espontaneas de la familia Solanaceae. Se
seleccionaron los que mostraron mayor inhibicion de la germinacién de los
conidios de B. cinerea y se utilizaron sobre frutos de tomate. Dos cepas

redujeron significativamente la enfermedad en un 20-35%.
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3.2. AISLAMIENTO Y SELECCION DE ANTAGONISTAS.

OBJETIVOS

e Seleccionar hongos aislados del filoplano, como posibles antagonistas de

Botrytis cinerea.

HIPOTESIS

¢ La microflora fungica asociada al filoplano del rosal incluye cepas capaces

de controlar biolégicamente a B. cinerea.

MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Aislamiento de cepas del filoplano

Se realizaron muestreos de hojas, peciolos, pétalos y sépalos en cultivos
de rosales para flor de corte en invernaderp de los alrededores de Buenos Aires,
La Plata y plantaciones de la Facultad de Agronomia para el aislamiento de
especies fungicas potenciales antagonistas para el control biolégico de Botrytis

cinerea.

Las muestras se tomaron de plantaciones comerciales de Estancia Chica
(Ec), Pontevedra (Po), Rosario (Ro), San Pedro (SP) y Zelaya (Ze), de
plantaciones para ensayos del Instituto Hall (IH) y de plantas al aire libre en el
parque de Facultad de Agronomia (FA). Las plantaciones Ec, Po, Ro, SP se
encontraban en plena produccion, mientras que la de Ze estaba en estado de
semiabandono, sin aplicacion de agroquimicos por al menos un afio. Se buscaron

organismos asociados naturalmente al follaje y flores del rosal. Se eligieron
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muestras que, en lo posible, no presentaran sintomas de la enfermedad,
estuvieran rodeados de plantas afectadas y no hubieran recibido aplicaciones de
fungicidas durante varios dias previos. Las muestras de hojas, peciolos, pétalos y
sépalos se procesaron de acuerdo a la técnica de Peng y Sutton (1991),
levemente modificada. Para los cultivos Ec y FA también se procesaron muestras
de suelo. Los cultivos Ec, Po, Ro y Sp se encontraban en produccién, con
aplicaciones periodicas de agroquimicos. El cultivo Ze se encontraba en estado
de semiabandono, sin aplicacién de productos por varios meses. La plantacion IH
era conducida en forma similar a cultivos de produccion, mientras que en FA se

tomaron muestras de plantas de jardin, con poca aplicacion de agroquimicos.

De cada lugar de muestreo se tomaron al azar un minimo de 10 muestras
de hojas y flores y tallos, de 6rganos que no manifestaban sintomas de la
enfermedad y se encontraban cercanos a 6rganos afectados, teniendo en cuenta
las recomendaciones de Baker y Cook (1974) mencionadas en la introduccién y
sin considerar cultivar. De cada muestra, se cortaron con sacabocados 50 discos
de hojas y pétalos de 1 cm de diametro y con bisturi 50 segmentos de sépalos y
tallos de 1 cm de largo. ElI material proveniente de cada érgano y cultivo fue
colocado separadamente en frascos tipo Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con
100 ml de agua destilada estéril adicionada con 2 gotas de Triton (dispersante) y
agitado a 100 rpm durante 2 horas. Posteriormente se realizaron cinco diluciones
sucesivas, cada una 1/10, para cada muestra. De cada dilucion se tomé 1 ml del
agua de lavado que se sembro en cajas de Petri con 10 ml de APG adicionado
con 100 ppm de sulfato de estreptomicina (Peng y Sutton, 1991). Para las
muestras de suelo se siguié el mismo procedimiento, colocando 50 gr en
Erlenmeyer, realizandose las mismas diluciones. Tanto para las diluciones
provenientes de los organos de la planta como las de suelo se sembraron 3

replicas por dilucion. EI material fue incubado en estufa a 21-23°C.

Se consideraron s6lo aquellos aislamientos de cada localidad y 6rgano que
visualmente parecian difererentes. La coleccidon de microorganismos aislados se
mantuvo en APG en tubos en estria a 5°C. Los aislamientos obtenidos se
identificaron con el numero de la muestra seguido por una letra que indica 6érgano

o lugar del cual se obtuvo el aislamiento (H= hoja; P= pétalo; S= sépalo; T= tallo;
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B= suelo) y un numero que indica la caja de Petri en la cual desarrollo. Se
identificaran finalmente aquellas cepas de mejor comportamiento en los distintos

ensayos.

3.2.2. Preseleccion in vivo

Se realizaron cortes de hojas sanas de rosal con un sacabocados de 2 cm
de diametro. Los mismos se colocaron en un vaso de precipitado con agua
destilada estéril y se realizaron dos lavados en un agitador durante una hora cada
uno, cambiando el agua entre los mismos. Se prepararon cajas de Petri de
polipropileno de 9 cm de diametro a las que les fue colocado papel de filtro
humedecido con agua; sobre el mismo se ubicaron en forma de cruz dos
portaobjetos con el fin de servir de apoyo a 15 discos lavados de hojas de Rosa
sp. dispuestos sobre los extremos y el centro de la cruz (Fig. 31a). Estas cajas se
prepararon en numero de dos por aislamiento y seis cajas testigos para cada

ensayo.

La suspensidn de esporas del posible antagonista se prepar6é a partir de
tubos en estria con medio APG con 5 a 10 dias de crecimiento del mismo. A cada
tubo se agrego agua destilada estéril y se realizé un raspado utilizando un ansa
en anillo. La suspensién se filtrd utilizando gasas estériles. Las suspensiones se
llevaron a una concentracion de entre 3.1O7y 4.10’ esporas/ml. Cada una de las
suspensiones se aplicd con un pulverizador de Vilbis (Fig. 31b) sobre 30 discos
de hojas de rosal (dos cajas de Petri de polipropileno anteriormente preparadas).

Las cajas se colocaron a 21 °C bajo luz natural.

Como una forma de comparar la capacidad antagoénica de los aislamientos
obtenidos se utilizaron también las cepas Gr, Tky y Th. El aislamiento Gr
(Clonostachys rosea = Gliocladium roseum) fue obtenido de cultivos de frutilla
y gentiimente cedido por el Dr. J.C. Sutton (Universidad de Guelph),
encontrandose entre los organismos mas efectivos para el control de B. cinerea
sobre estambres y frutos de dicho cultivo (Peng y Sutton, 1991). Los aislamientos

Tk, y Th pertenecen a la coleccién de la Catedra de Fitopatologia (FAUBA). El
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aislamiento Tky, que corresponde a Trichoderma koningii, y el aislamiento Th,
que corresponde a T. harzianum, fueron obtenidos de micelio y esclerocios de
Sclerotinia sclerotiorum parasitando girasol en la localidad de Norberto de la
Riestra, provincia de Buenos Aires (Cortese et al., 1992). Tkz y Th manifestaron
buena eficiencia antagodnica in vitro frente a S. sclerotiorum y S. minor (Wright
et al., 1988), Rhizoctonia solani (Cortese et al., 1992). Ademas Tk, control6 in
vitro y en aplicaciones a semillas de soja a Colletotrichum demathium var.
truncata (Grijalba et al., 1992).

A partir de un cultivo puro de B. cinerea de 10 dias, de |la cepa obtenida del
cultivo Shigenawa y cuya patogenicidad fue probada en la primera parte de este
trabajo, se prepard la suspension de esporas que se llevo a una concentracion de
4,10° esporas/ml. El aislamiento del patdégeno se inoculé sobre los trozos de
hojas inoculados con el antagonista el dia anterior. Las cajas se volvieron a

colocar a 21 °C bajo luz natural.

Al tercer dia se prepararon, para cada aislamiento, tres cajas de Petri de
polipropileno de 4,5 cm de diametro En cada caja se volcé 100 ul de una solucion
de cloranfenicol 0,50 g % P/V y 100 pl de una solucion de paraquat diluido (1/10
ml), a 5 ml de agar agua. El paraquat favorece la senecencia de los tejidos y por
lo tanto favorece el desarrollo de B. cinerea. Cada uno de los discos previamente
inoculados se traspaso con una pinza a cada caja de Petri conteniendo el medio
correspondiente (Fig. 31c). Dichas cajas se colocaron en una camara a 21°C

alternando 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad por un periodo de 10 dias.

Se utilizaron 3 testigos inoculados soélo con el patdégeno, 3 inoculados con
el antagonista y 3 controles pulverizados con agua destilada estéril. La evaluacion
de la infeccion y colonizacion de B. cinerea sobre las hojas de rosal se realizd
indirectamente, estimando la esporulacidén del patégeno a través de una escala
para evaluar la densidad de conidiéforos (Peng y Sutton, 1991). La escala
consiste en ocho categorias equivalentes a 0, 1-12, 13-24, 25-48, 49-100, 101-
200, 201-300 y 301-400 conidioforos/disco (Fig. 32).
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Analisis estadistico: los datos registrados en la escala fueron
transformados a valores medianos de acuerdo al numero de conidiéforos de las
diferentes categorias (Peng y Sutton, 1991). Como los distintos antagonistas
fueron evaluados en diferentes dias debido a la imposibilidad practica de
completar el estudio en una unica vez, se empled un indice que permite evaluar
cada observacion en relacién a la esporulaciéon del testigo inoculado con B.
cinerea correspondiente a cada dia. Un valor del indice cercano a 1 indica
densidad de esporulacion cercana a 0, un valor cercano 0 indica que el
antagonista se comporté de manera similar al testigo con B. cinerea y un valor
negativo indica una densidad de esporulacion mayor que el testigo con B.

cinerea.

Mediante el analisis de variancia para un modelo anidado (muestra dentro
de la caja) (Steel y Torrie, 1985) se compararon las medias de los tratamientos
(promedio de los indices de esporulacion del patégeno soélo y en presencia de
cada antagonista). Se excluyeron de este analisis los antagonistas y el testigo con
0 densidad de esporulacién en todas las muestras de todas las cajas. Las medias
del resto de los tratamientos (52 en total) fueron separadas mediante analisis de
agrupamiento (cluster analysis) de modo de diferenciar, en forma exploratoria,
grupos de cepas que produjeron valores semejantes en el grado de esporulacion
del patdégeno. La técnica de agrupamiento jerarquico empleada correspondi6 a la
de acoplamiento completo (complete linking clustering) (SAS, 1996). Este método
utiliza la mayor distancia entre una observacion en un cluster y una observacion

en el otro cluster para agrupar en forma jerarquica.

3.2.3. Preseleccioén in vitro

Se utilizé la técnica de cultivo dual descripta por Wright et al (1988) vy
Mariano (1993). Se prepararon cajas de Petri de vidrio de 9 cm con 10 mililitros
de APG. Una vez solidificado el medio de cultivo, se colocaron dos discos de
APG de 2 cm de diametro con desarrollo miceliar de 7 dias, a una distancia de 5
cm. Uno de ellos con el posible antagonista y el otro con Botrytis cinerea. El

patdgeno se colocd 24 horas antes que el antagonista y se mantuvo en estufa a

93



23°C. Como testigos se sembraron discos de cada antagonista y del patégeno

frente a APG sin desarrollo miceliar alguno.

Una vez sembradas, las cajas fueron incubadas en estufa a 23+2°C,
realizandose 3 repeticiones para cada tratamiento. El testigo Botrytis tuvo 15
réplicas. Para cada caja se midi6 el desarrollo de los microorganismos a través de
la superficie cubierta por el micelio durante los primeros cuatro dias desde la
siembra. Para ello se procedié a reproducir sobre papel de calcar (desde las
bases de las cajas) la superficie cubierta por los hongos. Se recortaron los trozos

de papel y se midieron en un medidor de area foliar (folidmetro).

El desarrollo del antagonista en el cultivo dual fue analizado mediante un
modelo lineal con dos factores (antagonista-patdégeno) en cada fecha de
observacion. Los efectos principales y la interaccion fueron probados mediante
analisis de varianza. Las medias fueron comparadas posteriormente mediante la
prueba DGC (Di Rienzo et al, 2002). En la evaluacién del desarrollo del patégeno

se consider6é un modelo unifactorial con el antagonista como unico factor.
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RESULTADOS

3.2.1. Aislamiento de cepas del filoplano

A través de la técnica de Peng y Sutton (1991) se obtuvieron mas de 300
aislamientos fungicos. De ellos se selecciond un total de 62 aislamientos, en
forma visual y eliminando aquellos que, obtenidos del mismo lugar y érgano,
parecieron iguales. Los aislamientos obtenidos y seleccionados inicialmente se
detallan en la Tabla 19. De los aislamientos obtenidos, 13 fueron de hojas, 16 de
pétalos, 13 de sépalos, 13 de tallos y 7 de suelo. De las muestras tomadas y
procesadas del cultivo Ec (Estancia Chica) se obtuvieron 10 aislamientos, 12 de
FA (Facultad de Agronomia), 8 de IH (Instituto Hall), 6 de Po (Pontevedra), 7 de
SP (San Pedro) y 19 de Ze (Zelaya). No se obtuvieron aislamientos de las
muestras tomadas en Ro (Rosario). La mayor parte de los aislamientos obtenidos
corresponden a los géneros Penicillium y Trichoderma, realizandose a posteriori

la identificaccion solamente de aquellos de mejor comportamiento.
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Tabla 19: Numero de aislamientos relacionados obtenidos de muestras de
rosales provenientes de diferentes plantaciones y estrucutras de las plantas de

posibles antagonistas.

Plantacion Estructuras Numero de
Aislamientos

Ec Hojas H - 0
Ec Pétalos P 1, 3 2
Ec Sépalos S 8, 9, 10, 12 4
Ec Tallos T - 0
Ec SueloB1,5,7,8 4
FA Hojas H - 0
FA Pétalos P 3,4, 5 3
FA Sépalos S 4,7 2
FA TallosT1,2,7,8 4
FA SueloB 1, 4,5 3
IH Hojas H 1, 2 2
IH Pétalos P 1, 2, 3 3
IH Sépalos S - 0
IH Tallos T 2, 3, 4 3
Po Hojas H - 0
Po Pétalos P 1, 3 2
Po Sépalos S 1,7,12 3
Po Tallos T 1 1
Ro Hojas H - 0
Ro Pétalos P - 0
Ro Sépalos S - 0
Ro Tallos T - 0
SP Hojas H 2, 3 2
SP Pétalos P 2, 5 2
SP Sépalos S - 0
SP Tallos T2, 3,4 3
Ze HojasH 1,3,4,7,8,10,11,12,13 |9
Ze PétalosP 1,2, 3,5 4
Ze Sépalos S 1,5,6,7 4
Ze TallosT1,7 2
Sumatoria 62
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3.2.2. Preseleccioén in vivo

Los resultados obtenidos, expresados en indices de esporulacion de B.
cinerea sobre hojas inoculadas con los distintos antagonistas, se muestran en la
Tabla 20. Los aislamientos correspondientes al grupo 1 no permitieron la
esporulacion del patdégeno. Se recuerda que un valor indice cercano a 1 indica
densidad de esporulacion 0, mientras que un valor cercano a 0 indica que el
antagonista se comporté de manera similar al testigo con B. cinerea y un valor
negativo indica una densidad de esporulacion mayor que el testigo con B.
cinerea. Una mayor disminucion de la esporulacién (valor mas cercano a 1)

indica una mayor capacidad antagodnica de la cepa evaluada.

Se obtuvo un primer grupo con 14 microorganismos que impidieron la
esporulacion del patégeno (Tabla 24). De ellos, 9 provenian del cultivo de Zelaya
y el resto de los distintos cultivos (2 de Instituto Hall y uno de Facultad de
Agronomia, Pontevedra y San Pedro) excepto Estancia Chica. Seis aislamientos
se obtuvieron a partir de hojas, cuatro de pétalos, tres de tallos y uno de sépalos.
El grupo 2, de muy buen comportamiento, incluy6 38 aislamientos, 9 de Zelaya y
de Estancia Chica, 6 del Instituto Hall, 5 de la Facultad de Agronomia, 4 de
Pontevedra, 3 de San Pedro y los aislamientos Gr (Clonostachys rosea) y Th
(T. harzianum). Los restantes grupos, de peor comportamiento (3 a 7) incluyeron
seis aislamientos de la Facultad de Agronomia, tres de San Pedro, dos de Zelaya,

uno de Estancia Chica y Pontevedra y Tk, (Trichoderma koningii).

El cladodrama de la Figura 33 muestra los resultados del agrupamiento de
los indices de esporulacion transformados. A partir del grafico se observan dos
grandes grupos, que se confirman por el gran salto que e observa en el R (RSQ=
porcentaje de variabilidad explicada por los clusters) al pasar de un grupo a dos.
Una particion de grupos mayor lleva a considerar 3 grupos de antagonistas. Sin
embargo, como con este numero de grupos se siguieron observando diferencias
significativas dentro de los mismos, finalmente se decidi®é considerar la
agrupacion de antagonistas en 6 grupos mas homogéneos, ademas del grupo sin

esporulacion. A partir de ese numero de grupos quedaron categorizados los
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antagonistas de acuerdo a como se presenta en la Tabla 20. El grupo inferior y
con mayor numero de aislamientos en el dendrograma (Figura 33) corresponde al
de mejor comportamiento (grupo 2 de la Tabla 20) después del grupo que no

permitié la esporulacion de B. cinerea (grupo 1 de la Tabla 20).
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Tabla 20: Grupos de cepas del filoplano segun su comportamiento antagénico
frente a B. cinerea sobre discos de hojas de rosal. A partir del grupo 2 son

valores transformados (indice de esporulacién).

Grupo 1
Cepa Indice de esporulacién
(Peng y Sutton, 1991)
IHP1 sin esporulacién
IH P2 sin esporulacién
Ze H11 sin esporulacion
FAT1 sin esporulacién
Ze H10 sin esporulacion
Ze P1 sin esporulacién
Ze P2 sin esporulacion
SP H3 sin esporulacion
Ze T1 sin esporulacion
Ze T7 sin esporulacién
Po S1 sin esporulacion
Ze H1 sin esporulacién
Ze H12 sin esporulacion
Ze H7 sin esporulacion
Grupo 2
Cepa Indice de esporulacion
(Peng y Sutton, 1991)
Ec B8 0,9973
Ze H4 0,9971
Ze H3 0,9971
Po T1 0,9913
Ze H13 0,9908
Ze P5 0,9888
IHT2 0,9869
Ze P3 0,9863
IHT4 0,9805
Ec B1 0,9769
IH H2 0,9748
Gr 0,9746
Ec S9 0,9745
Po P3 0,9745
Ec P1 0,9700
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Ze S1 0,9679
FA P4 0,9588
FAT2 0,9547
Ec S12 0,9530
Ec B5 0,9387
IH H1 0,9341
SP T4 0,9341
Ec P3 0,9337
Po S12 0,9160
Ze P5 0,9050
IH P3 0,8967
Po S7 0,8934
IHT3 0,8876
FA B4 0,8850
Ec B7 0,8796
Ze H8 0,8685
FA B1 0,8672
Ze S5 0,8659
Ec S10 0,8550
SP T2 0,8430
SP P5 0,8350
Th 0,8200
FAT7 0,8190
Grupo 3
Cepa Indice de esporulacion
(Peng y Sutton, 1991)
SP T3 0,7592
Ec S8 0,7554
Ze S7 0,7497
SP H2 0,7449
Po P1 0,7306
FA S4 0,7240
FATS 0,6840
Tk 0,6569
FA S7 0,6306
Grupo 4
Cepa Indice de esporulacion

(Peng y Sutton, 1991)

FAB5 0,4135
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Grupo 5

Cepa Indice de esporulacion
(Peng y Sutton, 1991)
FA P3 0,1145
FA P5 0,0770
Testigo Botrytis 0
Grupo 6
Cepa Indice de eporulacién
(Peng y Sutton, 1991)
SP P2 -0,7642
Grupo 7
Cepa Indice de esporulacion
(Peng y Sutton, 1991)
Ze S-6 -1,3759
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Figura 33: Dendrograma de las especies del filoplano segun su capacidad
antagonica frente a B. cinerea (valores transformados). No se incluye el grupo 1,

que no presento esporulacion).
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3.2.3. Preseleccién in vitro

La Tabla 21 resume los promedios de crecimiento de cada una de las cepas,
del primer al cuarto dia de cultivo. La Tabla 22 resume los promedios de crecimiento
de dichas cepas desarrollando en cultivo dual con B. cinerea. La Tabla 23 presenta
los valores del crecimiento de B. cinerea en cultivo dual con las diferentes cepas.
Todos los valores estan expresados en cm?. Se observa en esta tabla que los
aislamientos antagonistas utilizados se comportaron en forma diferencial en la
inhibiciéon del desarrollo de B. cinerea. Algunos de ellos inhibieron marcadamente
su desarrollo, en cambio el crecimiento del patdgeno frente a otros aislamientos fue
similar al del testigo sin presencia de antagonista, implicando entonces un efecto

nulo o reducido.
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Tabla 21: Crecimiento diario medio de las cepas del filoplano de rosal.

Cepa Crecimiento medio de la colonia (cm?)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Ze H4 11a 23a 43a 6.1a
Gr 19a 44 a 52a 6.7 a
Po S12 0.8a 3.1a 3.6a 7.5a
Ze H10 0.0a 24a 40a 7.8a
SP H3 0.8a 33a 48a 8.8a
IH P2 1.0a 22a 29a 9.2a
Ze P1 20a 31a 8.2a 123 a
SP P2 20a 41a 6.2a 11.7 a
FA P3 22a 99a 13.7b 219a
FA B5 21a 6.7 a 13.7b 24.3b
Ze S5 1.7 a 52a 14.7b 249b
SP P5 26a 144 b 18.8b 249b
Ze S6 21a 5.8a 124 a 26.1b
Ze S1 84c 19.6 ¢ 26.6 ¢ 311c
SP T3 0.0a 3.8a 18.9b 345¢c
IH H1 0.5a 40.9 a 204 a 39.2¢
FA P5 45b 19.7¢c 271¢ 416¢
IHT3 38a 253 ¢ 37.0d 425¢
Ze S7 3.6a 8.4 a 254c 432c
SP H2 3.7a 9.3a 26.4c 43.3¢
Po S7 3.0a 23.7c 29.7¢c 445c
Ze P5 16a 25a 6.2a 446 c
FA S4 25a 10.3 a 309c 46.7 ¢
Ec B8 5.0b 26.2¢c 345¢c 54.8d
Ze H7 9.1c 239c 35.5¢ 549d
Ze H8 55b 249c 37.0d 549d
FA T1 6.0b 271¢c 43.3d 57.6d
Ze P2 29a 18.8b 27.3¢ 57.9d
Po P3 6.9b 32.0c 43.0d 58.2d
IHT2 6.4b 21.8¢c 40.6d 60.5d
Ze H3 74c 20.4c 26.6 ¢ 60.7 d
IHP1 0.0a 26a 46a 61.1d
Po S1 7.0b 28.3¢ 43.0d 61.2d
FA S7 71b 30,2¢ 441d 61,2d
FA T2 82c 30.3¢ 452d 61.2d
Ec S10 9.7c¢c 31.7¢ 475d 62.2d
Ec S8 8,8¢c 32,3¢ 47,0d 62,2d
SP T2 8.8¢c 31.8¢c 48.7d 62.2d
FAT7 8.3¢c 32.2¢ 454d 62.5d
Ec P1 13.7e 36.7e 51.5d 63.2d
Ze H13 0.6a 23a 3.6a 63.6d
Ze T1 0.5a 6.4a 39.2d 63.6d
Ze T7 0.8a 9.2a 38.7d 63.6d
Ec B5 6.4b 254 c 42,.d 63.6d
Ze P3 6.4b 21.2¢ 43.6d 63.6d
Po P1 8.3¢c 26,.C 43.6d 63.6d
Ec P3 51b 29,.C 444 d 63.6d
FA B4 6,4b 27,2¢c 46,4 d 63,6d
IH H2 6.0b 241¢ 455d 63.6d
Ec S12 8.1c 26.3¢ 47.8d 63.6d
FA T8 8.8¢c 29.0c 47.9d 63.6d
Ze H1 11.0d 26.0c 49.1d 63.6d
SP T4 5.8b 31.6¢c 49.1d 63.6d
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FA P4 98¢ 37 d 49.1d 63.6d
Ec B7 58b 248c 49.7d 63.6d
Ec S9 155e 39.7d 49,d 63.6d
IHP3 58b 252c 49.8d 63.6d
FA B1 4.7b 239c 50.5d 63.6d
Th 12.2d 44.7 d 526 e 63.6d
IH T4 11.7d 39.6d 53.5e 63.6d
Po T1 18.2f 41.3d 54.1e 63.6d
Ze H12 145e 446 e 544 e 63.6d
Ec B1 9.1c¢c 39.4d 5690e 63.6d
Tk2 121d 41.1d 57.2e 63.6d
Ze H11 3049 59.5e 60.5e 63.6d
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Tabla 22: Crecimiento diario medio de las cepas del filoplano de rosal en cultivos
duales con B. cinerea

Cepa Crecimiento medio de la colonia (cm?)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

IH P2 0.0a 27a 33a 3.3a
Ze P5 0.0a 23a 3.2a 3.6a
Ze H10 16a 25a 27a 41a
Ze H4 0.0a 27a 51a 6.7 a
Gr 15a 25a 6.6 a 7.5a
SP P2 1.2a 3.7a 75a 13.7b
SP T3 09a 27a 76a 13.7 a
Po S12 0.0a 32a 129a 14.1a
Ze H13 14a 53a 6.9a 14.1b
Ze T1 0.0a 34a 12.1b 14.3b
Ec B5 45b 15.8 b 16.7 b 17.5b
Ec B7 76¢c 16.0b 16.7 b 17.8b
Ze S6 3.3b 9.0a 17.1b 186 b
SP P5 14a 71a 12.1b 20.2b
FA S4 14a 73a 76a 255b
FA S7 28a 241 ¢ 254 c 30.1¢
Ze T7 09a 39a 232c 30.2¢c
SP T2 3.3b 17.0b 26.1b 30.2¢
FA P4 40b 20.2¢ 22.2c¢ 33.5¢c
Ec S12 3.0a 16.5b 26.0c 34.0c
Ze H8 75¢c 16.3b 28.0c 34.2c
Ec B8 3.3b 26.9c 30.1¢ 36.2¢c
Ze S7 24a 7.7 a 18.3b 37.0c
SP H2 24a 78a 19.2b 37.2c¢c
FA P3 24a 79a 26.2¢c 374c
FA B5 24a 7.8a 20.3b 37.7c
FA T2 41b 211¢ 31.2¢ 38.2c¢c
IHT3 34b 22.7¢ 34.8c¢c 39.2¢
Ze S1 41b 17.3b 245b 394c
Po P3 77c 276¢c 41.0d 427 ¢
FA T1 55b 33.0c 39.1d 429¢
FA P5 8.2¢c 38.5d 41.1d 46.7 ¢
Ec S9 8.1c 41.2d 44.3d 475¢
Ec S10 13.7e 41.2d 47.7d 50.72
Ze S5 21a 7.8a 15.6 b 51.4d
FA B1 28a 13.0b 29.2¢ 51.5d
SP H3 11.7d 43.9d 38.6d 53.1d
Ze P2 41b 17.9b 31.7¢c 54.3d
Ze H7 95¢c 39.9d 46.6 d 54.7d
Ec P3 57b 31.2¢ 32.0c 56.3d
FA B4 76¢c 17.1b 37.2d 57.2d
Po S7 8,2¢c 31,2¢ 38,3d 55,4d
Ze H1 9.1c 37.6d 459d 55.7d
Ec P1 8.7c 36.1d 46.6 d 56.8 d
Ec S8 6,1b 31,1¢ 44,4 d 58,3d
Po S1 6.6 b 28.4c 319c¢c 59.0d
Tk2 8.0c 38.6d 42.6d 59.6 d
SP T4 54b 28.0c 36.9d 60.6 d
Ze P3 41b 239c 34.3c 61.5d
IH H1 1.0a 22a 279c 63.6d
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IHH2 48b 17.1b 335¢c 63.6d
Po T1 9.6¢c 39.9d 41.9d 63.2d
Ze H3 1.1a 30.2¢c 43.4d 63.6d
Th 94c¢ 40.7d 45.4d 63.6d
IHT2 11.5d 231¢c 45.7d 63.6d
IHP3 10.1¢ 454 d 46.6d 63.6d
IH T4 85¢c 329c 46.9d 63.6d
FAT7 95¢c 40.5d 47.2d 63.6d
Ze H12 94c 41.1d 47.3d 63.6d
IHP1 04a 39a 63.6 e 63.6d
Po P1 6.4b 26.0c 63.6 e 63.6d
Ze P1 1.1a 30.2c - 63.62 e 63.6d
FA T8 6.4b 30.5¢ 63.6 e 63.6d
Ze H11 6.4b 51.8e 63.6 e 63.6d

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)
+1: antagonista desarrollando en cultivo puro. 2: antagonista desarrollando en cultivo dual con B.cinerea
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Tabla 23. Crecimiento de B. cinerea en cultivo dual con las diferentes cepas del

filoplano de rosal

Cepa Crecimiento medio de la colonia (cm?)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4
Po P1 10.2 a 19.3a 20.0a 19.7 a
Ze H12 12.0a 15.0 a 19.3 a 20.3 a
IHT2 8.8a 11.0a 19.7 a 21.1a
Ze H11 11.1a 18.4 a 21.8a 21.8a
Ze H10 143 a 19.3a 219a 219a
Th 14.1a 19.4 a 23.5a 22.1a
Ze S6 9.0a 17.8 a 204 a 22.2a
Ec P1 124 a 189 a 22.7 a 24.9 a
SP H3 10,4 a 18,9 a 23.0a 25.2a
Ec P3 4.8 a 20.4 a 24.5a 25.7 a
Tkz 10.2 a 22.7 a 24.6 a 25.8a
Ze P3 11.7 a 21.6a 24.8 a 25.9a
Ze T7 13,5a 224 a 251a 26,3 a
IHT3 16.7 a 26.3a 26.9 a 27.3a
Ec 89 18.2a 35.2a 27.0a 27.5a
Ze H7 10,5 a 179 a 25,3 a 27,6 a
IH P3 16.0 a 25.8a 26.2 a 276 a
FA P4 89a 16.9 a 26.6 a 27.6 a
Ec B1 11,1a 19,7a 271a 27,7 a
Ze H1 15.5a 26.8 a 27.7 a 279 a
Po S7 12,3a 22,1a 27,1a 28,1a
Ze H4 14.7 a 249 a 27.0a 29.1a
Po P3 13.9a 244 a 28.7 a 294 a
SP T4 134 a 26.6 a 29.4 a 30.0a
Ze S5 11.3a 17.7 a 30.3a 30.3a
FAT7 13,5a 21,4 a 30,3 a 30,7 a
FAT2 13,3a 23,2a 29,8a 30,9a
IH T4 16.5a 28.9 a 30.5a 31.2a
FA P5 16.2 a 21.5a 30.6 a 31.7a
Ec B8 124 a 29.4 a 32.8a 31.9a
IH H2 99a 22.6a 31.7a 32.1a
Ze P2 13,2 a 24,5 a 30,7 a 32,5a
Ze S1 10,1a 229a 29,3 a 32,7a
Po T1 19.7 a 31.2a 31.8a 32.8a
Ec S8 14,4 a 20,8 a 29,8 a 33,1a
FA P3 19.2 a 20.9 a 25.5a 33.2a
FA B5 12,3 a 20,7 a 30,6 a 34,2a
FA S7 10.6 a 17.5a 33.8b 35.3a
Ze T1 10.3 a 319a 34.5b 34.5a
FA T1 17.0a 30.3a 35.1b 35.1a
IH P2 16.8 a 30.2a 37.5b 35.8a
Po S1 14.5a 9.7 a 354b 35.8a
Ec §12 12.2a 223 a 32.1a 36.0a
Ec B7 16.3 a 19.7 a 19.7 a 38.1a
Ze H8 12,2 a 19,4 a 254 a 28,2a
FA B4 15,4 a 22,3 a 27,3 a 38,3a
SP T3 16.3 a 25.7a 31.0a 38.3a
Ze P5 11.3a 259 a 38.3b 38.8a
Po S12 16,2 a 274 a 382b 40,5b
IH P1 38.1b 40.5b 40.5b 40.5b
Ec §10 15.1a 38.5b 404 b 41.7b
SP T2 12,7 a 22,8a 40,4 b 42,4 b
SP P5 125a 275a 41,2b 424 b
Ze H3 129 a 41.7b 425b 425b
Ze H13 9.4 a 254 a 38.1b 446 b
FA S4 24.7b 37.7b 414b 44.8b
Gr 212 a 38,2b 43,1b 448b
IH H1 21.5a 43.6 b 459b 46.1b
FA B1 35.8b 49.5b 49.7c¢c 504 c
SP P2 36,1b 47,2b 50,1¢c 51,8 ¢
FA T8 34,3b 444b 50,7¢ 52,1c
Ze S7 445b 47.4 b 51.2¢c 52.4c¢
SP H2 40,2b 478b 514c 52,4 c
Ec B5 36.0 b 50.9 b 524 c 52.5¢c
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Ze P1 43,8b 50,7 b 53,4b 54,1¢c
TESTB 44,5b 53,1b 59,9 ¢ 60,3 c
Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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3.3. EVALUACION DEL _DESARROLLO DE _MICRO-
ORGANISMOS ANTAGONISTAS DE B. cinerea EN
PRESENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE
FUNGICIDAS.

OBJETIVOS

e Evaluar el comportamiento de micro-organismos, previamente
seleccionados como potenciales antagonistas de Botrytis cinerea, sobre

tejidos de rosal, en presencia de diferentes diluciones de varios fungicidas.

HIPOTESIS

e Los microorganismos seleccionados como potenciales antagonistas de
Botrytis cinerea presentan un comportamiento diferencial frente a

diferentes dosis de diversos fungicidas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron nueve antagonistas pertenecientes a los géneros Trichoderma 'y
Penicillium, entre los de mejor comportamiento preseleccionados por su capacidad
para inhibir la esporulacién de B. cinerea sobre discos de hojas de rosal. El listado

de los mismos se presenta en la Tabla 24.
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Tabla 24: Cepas de antagonistas de B. cinerea utilizadas en los ensayos de

comportamiento frente a fungicidas.

Antagonista Nombre Identificacion
1 Penicillium sp. FAT1
2 Penicillium sp. IH P1
3 Trichoderma sp. SP H3
4 Penicillium sp. Ze H4
5 Penicillium sp. Ze H10
6 Trichoderma sp. Ze H12
7 Trichoderma sp. Ze H13
8 Penicillium sp. Ze P1
9 Penicillium sp. Ze T1

Los fungicidas empleados fueron: Rovral (principio activo lprodione 50%),
Captan Tomen (principio activo Captan 80%), Chemcarb (Carbendazim 50%) y
Euparem multi (Tolifluanid 50%) en diluciones de 100, 1.000 y 10.000 ppm en agua

destilada estéril. La Tabla 25 resume las caracteristicas de los fungicidas utilizados.

112



Tabla 25: Caracteristicas de los fungicidas utilizados en los ensayos (CASAFE,

2005)
Marca Comercial | Rovral Captan Tomen | Chemcarb Euparem  Multi
50 WG
Empresa Rhone Poulenc | Arvesta Chemiplant Bayer S.A.
Corporation
Principio activo | Iprodione Captan Carbendazim Tolilfluanid

Formulacion Polvo mojable Polvo mojable Suspensién Polvo mojable
concentrada
Concentracion 50% 80% 50% 50%
Clasificacion Dicarboximida Dicaboximida Bencimidazol Sulfamida
quimica (ftalamida)
Accion Contacto Contacto, Sistémica, Preventiva 'y
preventivo y preventiva y curativa
curativo curativa
Uso Fungicida Fungicida Fungicida Fungicida
Absorcién Por raices Por érganos
verdes y raices
Riesgo Virtualmente no | No toxico para Virtualmente no | Virtualmente no
ambiental téxico para abejas. téxico para téxico para
abejas. En las abejas. abejas.
Ligeramente condiciones de | Practicamente Practicamente
toxico para aves |uso, no afecta la | no téxico para no téxico para
y peces vida silveste aves. aves.
Moderadamente |Extremadamente
no toxico para téxico para
peces. peces.
Clase IV: normalmente |IV: normalmente |IV: normalmente |IV: normalmente
toxicologica no ofrece peligro | no ofrece peligro | no ofrece peligro | no ofrece peligro

Se utilizé la metodologia de Ortiz Molinuevo et al. (1995). Cada antagonista

se sembrd en una caja de Petri de 10 cm de diametro conteniendo 12 ml de agar

papa glucosado 2% pH 7 (APG). A los 7 dias se extrajeron con un sacabocados

discos de APG de 10 mm de diametro con el desarrollo del antagonista. Los discos
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de cada aislamiento se sembraron en el centro de una caja de Petri de 10 cm de
diametro conteniendo 12 ml de APG con un fungicida a una dilucion dada. Se
realizaron 6 repeticiones por combinacion fungicida-dilucion. Como testigos se

sembraron discos de los hongos antagonistas sobre APG sin agregado de fungicida.

Las mediciones del crecimiento se realizaron diariamente hasta los 7 dias
desde la siembra. Se calcaron sobre papel la superficie cubierta por los hongos
desde las bases de las cajas de Petri, se recortaron los discos de papel
correspondientes a cada observacion y se midieron las superficies cubiertas
utilizando un medidor de area foliar. Los datos se analizaron mediante el esquema
de un experimento factorial, en un disefio completamente al azar y contrastes entre
medias (Westfall et al., 1999) y fueron procesados mediante el programa estadistico
SAS (SAS, 1996). Se analizé la variable respuesta, superficie de crecimiento del
antagonista, para cada antagonista y cada dia. El analisis se realizd en dos etapas,
con sendos contrastes ortogonales. Primero se realizd el contraste del tratamiento
control versus el resto de los tratamientos y en segundo término se analizo el resto
de los tratamientos mediante un analisis de la variancia multifactorial en un disefio
completamente aleatorizado. Se realizdé, cuando fue necesario, el método de
comparaciones multiples de Tukey. Todas las pruebas se concluyeron al nivel de

significacion de 0,05.
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RESULTADOS

En la Figura 34 se grafica el crecimiento diario de cada cepa para cada
combinacién fungicida-dosis. Las Tablas 26 a 30 muestran los resultados para el
ultimo dia de medicion. La Tabla 26 agrupa a los antagonistas para los cuales se
detectd interaccidn fungicida-dosis. Las Tablas 27 y 28 presentan los resultados
obtenidos para la cepa 146 P1, para la cual no se detectd interaccion fungicida-
dosis sino efectos de los fungicidas y efectos de las dosis. La Tabla 29 corresponde
al crecimiento medio de la cepa 161 H12, para la cual no se detectaron interaccion
fungicida-dosis, efectos de los fungicidas ni efectos de las dosis. La Tabla 30
muestra el crecimiento medio del antagonista 161 P1, cuyo crecimiento sélo fue

afectado por las distintas dosis de fungicidas.

Se observé un comportamiento diferencial de los antagonistas ensayados,
frente a los distintos fungicidas empleados y las diferentes dosis de ensayo. Captan
fue el unico fungicida en presencia del cual todos los antagonistas mostraron
desarrollo miceliar. En presencia del fungicida Rovral, el crecimiento de la mayoria
de los antagonistas fue inhibido, a excepcién de dos cepas de Penicillium spp.. Por
otra parte, el fungicida Chemcarb inhibié el crecimiento miceliar de dos cepas de
Penicillium spp., en tanto que en presencia del fungicida Tolifluanid fueron
inhibidos en su crecimiento una cepa de Penicillium sp. y otra de Trichoderma sp..
Se observaron desarrollos significativos de cepas de Penicillium spp. en presencia
de los fungicidas Rovral, Captan o Tolifluanid, fundamentalmente a las dosis

intermedias y menores ensayadas.
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Tabla 26: Superficie media de crecimiento de FA T1, SP H3, Ze H4, Ze H10, Ze

H13 y Ze T1 al 6° dia de cultivo en APG con diferentes dosis de distintos fungicidas.

Tratamiento Superficie media (cm®)
FAT1 SP H3 Ze H4 |Ze H10 Ze H13 Ze T1
Rovral 100 ppm 4.81a Oa 17,46 a 493 c Oa Oa
Rovral 1000 ppm Oa Oa 1,70 a Oa Oa Oa
Rovral 10000 ppm Oa Oa 2,57 a Oa Oa Oa
Captan 100 ppm 69,95 ¢c 5,66 cd 69,95 b Oa 4,98 bc 6,64 de
Captan 1000 ppm 30,23b | 4,04bcd | 69,95b | 2,43 abc | 4,54 bc 5,47 cd
Captan 10000 ppm 0a 2,35 ab 4230 b 2,10 ab 3,60b 3,68 bc
Chemcarb 100 ppm Oa 5,45 cd Oa 4,79 bc 5,36 cd 3,64 bc
Chemcarb 1000 ppm Oa 5,19 cd Oa 4,48 bc 4,33 bc 2,49b
Chemcarb 10000 ppm Oa 3,38 bc Oa 3,20 bc 3,95 bc 4,36 bc
Tolifluanid 100 ppm 65,14c | 4,29bcd | 69,95b 511c 6,73d 750 e
Tolifluanid 1000 ppm 0a 6,17 d 69,95 b Oa Oa Oa
Tolifluanid 10000 ppm 69,95 ¢c 0,40 a 10,30 a Oa Oa Oa

Letras iguales implican que no hay diferencias significativas entre tratamientos, dentro de cada

columna.

Tabla 27: Superficie media de crecimiento de IH P1 al 6° dia de cultivo en APG con
diferentes dosis de distintos fungicidas.

Fungicida | Superficie media de IH P1 (cm®)
Tolifluanid 0,46 a
Captan 410b
Chemcarb 524 c

Letras iguales implican que no hay diferencias significativas entre tratamientos

Tabla 28: Superficie media de crecimiento de Ze P1 al 6° dia de cultivo en APG con
diferentes dosis de distintos fungicidas.

Dosis Superficie media de Ze P1 (cm®)
10000ppm 243 a
1000ppm 2,54 a
100 ppm 414 b

Letras iguales implican que no hay diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla 29: Superficie media de crecimiento de Ze H12 al 6° dia de cultivo en APG
con diferentes dosis de distintos fungicidas.

Medias de
Dosis Rovral Captan Chemcarb | Tolifluanid )
dosis
100 ppm 16,88 27,24 4,35 0 11,68
1.000 ppm 0 25,80 4,32 0 7,67
10.000 ppm 0 0 4,00 0 0,74
Medias de fungicidas 4,22 17,68 4,04 0 6,62

Tabla 30: Superficie media de crecimiento de Ze P1 al 6° dia de cultivo en APG con
diferentes dosis de distintos fungicidas.

Dosis Superficie media de Ze P1 (cm®)
10000ppm 3,95a
1000ppm 6,41b
100 ppm 7,62b

Letras iguales implican que no hay diferencias significativas entre tratamientos.
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3.4. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE ANTAGONISTAS
SOBRE TALLOS DE ROSAL.

OBJETIVOS

e Evaluar a lo largo del tiempo la capacidad de control de B. cinerea en tallos
de rosal por hongos antagonistas (géneros Trichoderma y Penicillium),
seleccionados por su capacidad antagonica y de desarrollo en medios de

cultivo conteniendo fungicidas.

HIPOTESIS

e El atizonamiento de los rosales ocasionado por B. cinerea puede ser

controlado biolégicamente a través de la aplicacion de antagonistas.

MATERIALES Y METODOS

La eficiencia se evalud utilizando tres de los mejores antagonistas evaluados
en etapas anteriores: Ze H-12; Ze H-10; SP H-3, de los cuales el primero
corresponde al género Trichoderma sp., y los dos restantes al género Penicillium
spp. Se utilizé la cepa de B. cinerea obtenida del cultivo Shigenawa y cuya

patogenicidad fue probada en la primera parte de este trabajo.
Los tratamientos incluyeron pulverizaciones con suspensién de esporas del

patdogeno y de los posibles antagonistas. El testigo fue pulverizado con agua

destilada estéril.

118



Los tratamientos fueron:

T1. agua (testigo)

T2. B. cinerea

T3. Los tres antagonistas y B. cinerea
T4. El aislamiento SP H3

T5. El aislamiento SP H3 y B. cinerea
T6. El aislamiento Ze H10

T7. El aislamiento Ze H10 y B. cinerea
T8. El aislamiento Ze H12

T9. El aislamiento Ze H12 y B. cinerea

Se utilizaron tallos de rosas de origen nacional (mezcla de variedades sin
identificar), compradas en el Mercado de Flores de la Ciudad de Buenos Aires. Se
eliminaron las flores y se utilizaron las varas con heridas de la poda. Cada vara de
200 mm de longitud, fue colocada en un tubo de ensayo de 16 mm de diametro y
150 mm de longitud, que a su vez se cubridé con otro tubo de 20 mm de didametro,
para evitar que las esporas sean dispersadas de un tratamiento a otro contiguo.
Cada conjunto tallo-tubo constituyé una unidad experimental. Los tratamientos se
asignaron siguiendo un disefio en bloques completos aleatorios, asegurando
condiciones homogéneas de humedad y temperatura a los tubos que constituyen un
mismo bloque. Cada bloque estuvo integrado por nueve unidades experimentales
colocadas en un soporte cuadrado de madera de pino de 12 centimetros de lado
(Fig. 35a y b). Estos a su vez se distribuyeron de a tres dentro de cajas de plastico
con tapa (Fig 35c y d). En total se realizaron 18 repeticiones por tratamiento. Las 6
cajas se incubaron en estufa a 20°C, manteniendo humedad cercana a la saturacion
(Fig 35e). Previo a la inoculacién los tallos fueron desinfectados superficialmente
sumergiéndolos 3 minutos en alcohol 70%, 3 minutos en hipoclorito de sodio al 0,2%
y lavados durante 3 minutos en agua destilada estéril. Posteriormente se inocularon
los antagonistas sobre el extremo superior de las varas, con pulverizaciones de
suspensiones de esporas en agua destilada estéril a una concentracién de 10°
conidios mI". Luego de 24 hs se inoculd B. cinerea, sumergiendo el extremo
superior de los tallos en una suspensién de 10" mil™ esporas en agua destilada

estéril.
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Se evaluo el desarrollo del patdgeno en los distintos tratamientos, midiendo el
avance longitudinal del tejido necrosado y del micelio del patégeno sobre los tallos a
la precision del milimetro, utilizando un calibre. Las mediciones se hicieron cada 48
hs, llegando a 12 mediciones. Los datos de las medidas repetidas a lo largo del

tiempo fueron analizados empleando un modelo mixto.

Hay dos pasos basicos en el analisis de medidas repetidas usando la
metodologia de modelos mixtos. El primer paso fue modelar la estructura de
covariancia correspondientes al error y a tallos. Las estructuras de covariancia
fueron comparadas objetivamente usando el criterio de Akaike (Wolfinger y Chang,
1995), seleccionando aquella estructura que presentara el mayor valor. El segundo
paso fue analizar la tendencia en el tiempo para los tratamientos estimando y
comparando medias. Las estructuras de covariancia probadas fueron: simetria

compuesta, autoregresiva y no estructurada.
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RESULTADOS

En el analisis de los datos se descartaron los 4 primeros momentos de
observacion ya que el desarrollo del patégeno fue nulo en todos los tratamientos y
esto no aportaba ninguna informacion al analisis, dificultando el manejo de los
datos. También se descartaron los tratamientos correspondientes al testigo general
(tratamiento 1) y a los testigos de los antagonistas (tratamientos 4, 6 y 8) que, como

se esperaba, no tuvieron crecimiento del patégeno.

En la Figura 36 se muestran las tendencias observadas con el tiempo para
los 9 tratamientos en estudio. Se observa un incremento muy marcado, de tipo
exponencial, en el desarrollo de B. cinerea en el tratamiento testigo sin
antagonista. Este desarrollo es similar al del tratamiento Ze H10 hasta el momento
8 de evaluacién. A partir de alli, el desarrollo de sintomas en el tratamiento Ze H10
se estabiliza. El resto de los tratamientos se comportaron en forma similar a través
del tiempo, con menor desarrollo del patdogeno. La Fig. 37a muestra el tratamiento
2 (inoculado con B. cinerea) al momento de inocular y a los 10 dias. La Fig 37b
muestra el tratamiento 1 (control sin inocular) y el tratamiento 9 (inoculado con el

antagonista Ze H12 y B. cinerea), ambos a los 10 dias.
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Figura 36: Tendencia del avance del atizonamiento de tallos de rosal a través del
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Analisis utilizando un modelo mixto

La Tabla 31 presenta los resultados del analisis de los efectos. La interaccién
momento por tratamiento resulté significativa por lo que se compararon las medias
de los tratamientos en cada momento (Tabla 32) y los distintos momentos para cada
tratamiento (Tabla 33). Se observa que recién a partir del dia 11 el antagonista Ze
H10 se diferencia significativamente del control, mientras que el resto de los
antagonistas y la mezcla de los tres presentan un desarrollo promedio

significativamente inferior al control a partir del dia 6.

Tabla 31: Resultados del analisis de variancia del modelo mixto con matriz de

covariancia no estructurada.

Fuente de Variacion F Pr>F

Tratamiento 6,74 |<0,0001
Momento 5,39 | <0,0001
Momento x Tratamiento 2,60 0,0004

Tabla 32: Comparacion de medias de desarrollo de B. cinerea en mm mediante

analisis de disefio de modelo mixto en distintos momentos de observacion.

Tratam.| Diab5 Dia6 dia7 Dia8 Dia9 | dia10 | Dia11 | dia12
T2 2,94a | 6,56a 142 | 24,17a | 34,67a | 40,22a | 67,67a | 79,28a

T3 Oa Ob Ob Ob Oc 1,28c | 4,61b | 7,056b
15 Oa Ob 2,06b | 4,06b | 517bc | 5,5bc | 8,44b | 12,39b
T7 294a | 6,5a 13,52 | 21,67a | 22,2ab | 24ab | 25,11b | 28,06b
T9 Oa Ob Ob Ob Oc Oc 9,06b | 11,11b

Letras distintas por columna indican diferencias significativas entre tratamientos

En la Tabla 33 se compararon los distintos momentos dentro de cada
tratamiento. Los resultados confirman lo observado en el grafico de perfiles (Figura

36). El tratamiento control presenta un crecimiento sostenido de B. cinerea, que se
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manifiesta en una diferencia significativa entre todos los momentos sucesivos. En

cambio, en los tratados con los antagonistas el desarrollo no fue significativo a lo

largo del tiempo, con excepcion del tratamiento Ze H10 que manifesté un

crecimiento sostenido hasta el momento 8 en que llegé a un plateau.

Tabla 33: Comparacion de medias de desarrollo del tizén del rosal causado por B.

cinerea en mm a traves del tiempo.

Trat. | Diab Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 | dia10 | Dia11 | dia12
T2 | 2,94h | 6,569 14f | 24,17e | 34,67d | 40,22c | 67,67b | 79,28a
T3 Oa Oa Oa Oa Oa 1,28a | 4,61a | 7,056a
T5 Oa Oa 2,06% | 4,06% | 517a 5,5a 8,44a | 12,39a
T7 | 294d | 6,50c | 13,5b | 21,672 | 22,22a | 24,0a |25,11ab|28,06ab
T9 Oa Oa Oa Oa Oa Oa 9,06a | 11,11a

Letras distintas por fila indican diferencias significativas entre momentos dentro de cada tratamiento
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3.5. IDENTIFICACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS.

3.5.1 MATERIALES Y METODOS

Se identificaron las especies mediante el analisis micromorfoldgico de las

cepas Yy la utilizacion de las claves taxonémicas correspondientes.

Las cepas de Penicillium fueron cultivadas en Czapek Yeast Autolysate Agar
(CYA; Pitt, 1973) a 0, 25 y 37°C, 25% Glycerol Nitrate Agar (G25N; Pitt, 1973) y Malt
Extract Agar (MEA, Blakeslec, 1915). Se utilizé el método de inoculacion en placas
(Pitt, 1974). Se realizaron siembras en 3 puntos en cajas de Petri de 9 cm de
diametro (5 cajas por aislamiento) utilizando 0,2-0,4 ml de una suspension
semisolida de agar esterilizada contenida en un tubo pequefio con tapa a rosca (de
hemolisis). Se tomaron propagulos de cada cultivo con una aguja histologica, se
mezcalron introduciendo la aguja en la suspensién y se inocularon las placas. Las
cepas se mantuvieron en MEA (Pitt 1979). La identificacion se realiz6 en base a
cultivos de 7 dias con las claves de Pitt (1973, 1974, 1979, 2000) y Pitt y Hocking
(1997). La cepa de Trichoderma fue cultivada a 25 ° en MEA e identificada en base
a las claves de Rifai (1969), Bisset (1984, 1991a, 1991b, 1991c, 1992) y Samuels
(1996). Se utilizé la carta de colores de Rayner (1970).

3.5.2 RESULTADOS

El aislamiento Ze H10 presenta conidiéforos libres, erectos, terminando
en pincel. Es biverticilado, correspondiendo entonces al subgénero
Biverticillium Dierckx. No present6 coremios ni sinemas. El desarrollo de las
colonias en MEA alcanzé los 35-45 mm de diametro a los 7 dias (Fig. 38). En
CYA a 252 desarroll6é colonias de 25-30 mm de diametro con pigmentacién roja
(Fig 38.), a 5° no se observo desarrollo y a 37°C desarrollé colonias de 12-17
mm. En G25N las colonias fueron de 5-10 mm. (Fig. 38). Los conidios son

subesféricos, de 3-3,5 mm de longitud, con paredes verrucosas. Las
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mencionadas caracteristicas corresponden a Penicillium purpurogenum Stoll
(Pitt 1973, 1974, 1979, 2000; Pitt y Hocking, 1997). La Fig. 39 muestra los

conidioforos y conidios de P. purpurogenum.

El aislamiento SP H3 presenta conidiéforos libres, erectos, terminando
en pincel. Es biverticilado, correspondiendo entonces al subgénero
Biverticillium Dierckx. No presenté coremios ni sinnemas. El desarrollo de las
colonias en MEA alcanzé los 40-45 mm de diametro a los 7 dias (fig. 40). En
CYA a 25° desarroll6 colonias de 35 a 45 mm de diametro (Fig. 40), a 5° no se
observd desarrollo y a 37°C desarrollé colonias de 5-10 mm. En G25N el
desarrollo a los 7 dias fue de 5-10 mm de diametro (Fig. 40). Los conidios son
apiculados, con paredes lisas, de 2-2,5 x 2,5-3,2 mm. Las caracteristicas
mencionadas corresponden a Penicillium minioluteum Dierckz (Pitt 1973,
1974, 1979, 2000 y Pitt y Hocking, 1997). La Fig. 41 muessta los conidi6éforos de P.

minioluteum.

El aislamiento Ze H 12 presentd colonias verdosas de 6-8 cm de
diametro después de 3 dias a 20°C. El revés de las colonias presenté una
coloracion amarillenta. No se observo la presencia de clamidosporas. Los
conidiéforos son hialinos, con paredes lisas, las ramas principales son largas y
flexuosas, las laterales en angulos cercanos al recto, flexuosas, de a pares,
ramificandose en forma repetida de a pares, con ramas cada vez mas cortas
hacia el extremo del conidiéforo. Toda la estructura del conidiéforo presenta
aspecto piramidal. Las fialides son curvadas de 7-12 x 2,7-3,0 um,
angostandose abruptamente en el extremo portador del conidio. Los conidios
son unicelulares, de color verde intenso, de pared lisa, subglobosos de 3,2 x
2,9 ym en promedio, presentandose en forma agregada en el extremo der las
fialides. Las caracteristicas mencionadas corresponden a Trichoderma
atroviride Karsten, segun Bissett (1992). La Fig. 42 muestra el desarrollo de la
colonia de T. atroviride en MEA y APG.
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3.6. DISCUSION

Los mejores antagonistas de B. cinerea (solos o con fungicidada) fueron
cepas de Tichoderma atroviride y Penicillium minioluteum. A partir de la
metodologia desarrollada por Peng y Sutton (1991) pudieron obtenerse aislamientos
de posibles antagonistas a efectos de iniciar la seleccidén e determinar cuales son los

de mejor comportamiento antagonico frente a B. cinerea.

En este estudio no se observo diversidad en la micoflora fungica asociada
al filoplano de rosal, dado que la mayoria de los aislamientos correspondieron
a los géneros Penicillium y Trichoderma. En cambio Lopez et al. (1998) y
Rivera et al. (1998) obtienen una coleccién de cepas que muestra una
diversidad de poblaciones de hongos naturalmente asociados al filoplano de
plantas de cyclamen cultivadas localmente. La mayoria de ellas corresponden
a hongos filamentosos, 26 a especies de Penicillium, 10 a Clonostachys
rosea y 10 a Trichoderma. Ademas obtuvieron aislamientos de Fusarium,
Acremonium, Phoma, Aspergillus, Chaetomium, levaduras y un

Hyphomycete sin identificar (Rivera, 2005).

El método de Peng y Sutton (1991) permitié diferenciar el comportamiento
antagonico de los aislamientos obtenidos frente a B. cinerea sobre discos de hojas
de rosal. Del vivero semiabandonado de Zelaya, se obtuvo un numero mayor de
aislamientos que en el resto de las muestras. La mayoria de ellos con buen o muy
buen comportamiento. Los cambios en las poblaciones del filoplano pueden ser
atribuidos al efecto directo de las condiciones bajo las cuales las plantas desarrollan
(humedad y temperatura) y al efecto indirecto debido a cambios en la naturaleza
fisica o quimica de la filosfera (Morris y Rouse, 1985). En este caso, la ausencia de
aplicaciones de fungicidas en el cultivo de Zelaya pudo haber favorecido el
desarrollo de una micoflora mas abundante. Estos resultados coinciden con los de
Waller y Masaba (2006), quienes determinaron que la aplicacién de fungicidas
reduce la poblacién de hongos filamentosos sobre todos los tejidos de plantas

de café. Cuando los arbustos nunca habian recibido aplicaciones de
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fungicidas, presentaban una baja poblaciéon de Colletotrichum kahawae y muy
bajos niveles de la enfermedad conocida como “coffee berry disease”. La
enfermedad se presenté en un bajo nivel sobre arbustos que no habian sido
pulverizados durante 2 afios y donde las poblaciones de la microflora eran mas

altas.

De los 3 aislamientos con que se contaba previamente en la Catedra de
Fitopatologia, y que fueran utilizados en este ensayo ninguno de ellos impidié
totalmente la esporulacion del patégeno, sin embargo Gr (Gliocladium roseum)
confirmo su eficiencia para el control de B. cinerea (Peng y Sutton, 1991), ya que
se encontro en el grupo de buen comportamiento. De las dos cepas de
Trichoderma con antecedentes de buen comportamiento antagoénico, T. harzianum
frente a S. sclerotiorum y S. minor (Wright et al.,, 1988), Rhizoctonia solani
(Cortese et al.,, 1992) y Trichoderma koningii frente a los mismos patégenos
(Wright et al., 1988, Cortese et al.,, 1992) y ademas frente a Colletotrichum
demathium var. truncata (Grijalba et al., 1992), sélo la primera de ellas presentd un
desempefio aceptable, mientras que la segunda mostré una baja capacidad de

bioncontrol de este patogeno.

El método in vitro de los cultivos duales (Wright et al (1988), Mariano
(1993) también permitié evaluar el comportamiento de los aislamientos
obtenidos, en este caso en base a la capacidad de inhibir el crecimiento del
patdbgeno en medio de cultivo. Se obtuvieron diferencias significativas en el
crecimiento de B. cinerea en presencia de distintas cepas (Tabla 27). Mientras
en algunos casos el patégeno vié disminuido su crecimiento en forma marcada,

en otros desarrollé en forma similar al testigo sin antagonista.

La comparacién de los resultados obtenidos a través de los dos métodos
de evaluacion permite establecer que la mayoria de las cepas aisladas se
comportaron de manera similar en los dos ensayos. Aquellos aislamientos que
no permitieron la esporulacion de B. cinerea o la redujeron en forma

importante sobre las hojas de rosal siguiendo la metodologia de Peng y Sutton
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(1991), también disminuyeron el crecimiento del patdgeno en cultivos duales. A
pesar de ello se observaron algunas excepciones muy particulares. Por
ejemplo, el aislamiento Ze S6 que presentd el peor desempefio sobre hojas,
fue uno de los de mejor desempefio en cultivos duales. Por otro lado, el
aislamiento Gr (C. rosea), que se ubico en el grupo 2 (de buen desempeno)
segun la metodologia de Peng y Sutton, no inhibi6 el crecimiento de B. cinerea
en cultivos duales. De esta manera, si bien la evaluacién por el método del
cultivo dual es mas sencilla y en la mayoria de los casos los resultados
obtenidos siguen la misma tendencia de aquellos a partir de la inoculacién de
discos de hojas, podria eliminarse in vitro un antagonista de buen
comportamiento en condiciones de cultivo como es la cepa Gr (C. rosea) (Peng
y Sutton, 1991; Yu y Sutton, 1997, 1998, 1999; Shafia et al., 2001; Sutton et al.,
2002). No se encontraron referencias acercas de la comparacion de los
resultados obtenidos a través de metodologias in vivo e in vitro. Quizas podria
explicarse este comportamiento, como resultado de diferente mecanismo, o
combinacién de varios, que pueden manifestarse in vivo y no in vitro, o

viceversa.

Se observé un comportamiento diferencial de los antagonistas ensayados,
frente a los distintos fungicidas empleados y las diferentes dosis de ensayo,
resultados coincidentes con los de Ortiz Molinuelo et al. (1995). En el presente
estudio Captan fue el unico fungicida en presencia del cual todos los antagonistas
mostraron desarrollo miceliar, en cambio frente a cada uno de los otros fungicidas

desarrollaron sélo algunas cepas

Deberan continuarse los estudios para evaluar la utilizacion de una rotacion de
los antagonistas seleccionados y fungicidas. Elad et al. (1994) encuentran que
Trichodex (Trichoderma harzianum T 39) controla a B. cinerea en cultivos bajo
invernaculo y en vifiedos cuando se aplica s6lo o en combinacion con fungicidas.
Alternancias con fungicidas mostraron tan buena supresion de la enfermedad como
con fungicidas aplicados solos y mejor que con el biocontrolador sélo. Similares
resultados se obtuvieron en cultivos de tomate bajo invernaculo (Elad et al. 1995).
La actividad de T. harzianum pueden ser efectivas si es integrada con otras
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practicas de control y puede resultar en un nivel aceptable de enfermedad con

niveles reducidos de fungicidas (Latorre et al., 1997).

En este estudio, los resultados obtenidos muestran un activo control de los
antagonistas evaluados sobre el desarrollo de B. cinerea, siendo el tratamiento Ze
H10 (Penicillium purpurogenum) el que mostré el peor comportamiento. Sin
embargo, aun en este caso y aunque el efecto no fue inmediato, finalmente
disminuy6 el desarrollo de B. cinerea. Los tratamientos con pulverizaciones de
esporas de SP H3 (Penicillium minioluteum), Ze H12 (Trichoderma atroviride) y
la mezacla de los 3 antagonistas se comportaron de manera similar, inhibiendo

significativamente el avance de B. cinerea.

Ademas de ser efectivos los biocontroladores deben satisfacer otros
requerimientos, entre ellos el mas importante es su falta de patogenicicidad (Da
Silva Tatagiba et al., 1998; Kohl et al., 2000). Si bien ninguno de los tres
antagonistas utilizados en el ultimo ensayo mostré patogenicidad sobre los
tallos de rosal, se deberan continuar los estudios realizando pruebas de
patogenicidad sobre otros dérganos de rosal, como las flores, y otros
hospedantes para determinar si alguno de ellos pudiera ser potencialmente
patdogeno. Se debe comprobar ademas que no existan riesgos para la salud
humana y animal. P. minioluteum ha sido identificado en nuestro pais como
agente causal de pudricion de bulbos de tulipan en Chubut y gladiolo y lilium
en Corrientes (Wright et al., 2003). En Brasil, Freire y Barguil (2001)
determinaron la presencia de siete especies distintas de Penicillium, entre las
que se encuentran P. minioluteum y P. purpurogenum, asociadas al deterioro
de frutos de acaju (Anacardium occidentale). Ambas especies han sido
encontradas colonizando frutos de vid (Serra et al., 2006). P. minioluteum es
ademas un patogeno de brevas e higos, ocasionando pudriciones postcosecha
(Montealegre et al., 2001) y de Lolium multiflorum y L. perenne (Farr er al.,
2007). El género Penicillium se encuentra entre los contaminantes mas
comunes del ambiente. Unas 15 especies causan micosis oportunistas en
pacientes inmunodeprimidos. P. purpurogenum ha estado involucrado en

casos de enfermedades pulmonares en humanos y en un caso de micosis
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diseminada en un perro (Zanatta et al., 2006). Varias especies de Aspergillus
y Penicillium son los hongos mas comunes que causan podredumbres en
granos almacenados de maiz (Ullstrup, 1966). Entre los contaminantes de
granos se encuentra P. purpurogenum (Aziz et al., 2006). En un estudio
realizado en Argentina sobre muestras de maiz se detectd la presencia de 8
especies de Penicillium productoras de toxinas, entre las que se encuentra P.

minioluteum (Etcheverry et al. 2004).

A pesar de ello existen algunas referencias acerca del uso de
Penicillium sp. como agente de biocontrol. Eden et al. (1996) encuentran una
alta variabilidad entre aislamientos de Penicillium (no identifican especies) en
su capacidad para controlar B. cinerea en tomate bajo invernaculo. P.
oxalicum redujo el marchitamiento del tomate ocasionado por Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici con diferentes niveles de severidad, mientras que
P. purpurogenum fue eficiente s6lo a bajos niveles de severidad (de Cal et al.,
1995). P. oxalicum, inoculado al sustrato y a la rizésfera antes del transplante,
logr6 un control efectivo del marchitamiento del tomate ocasionado por
Verticillium y Fusarium. Aislamientos de distintas especies de Penicillium,
entre las que se encontraba P. purpurogenum fueron obtenidos de la rizosfera
de plantas de trigo y mostraron actividad antagonica sobre Fusarium spp.
(Patrowska, 2002). Cepas de P. radicum inhibieron in vitro el crecimiento de
los patégenos de suelo Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia
solani, Pythium irregulare y Phytophthora cinnamomi y mostraron un efecto
promotor del crecimiento de plantas de trigo (Wakelin et al., 2004; 2006). Sin
embargo no se encontaron referencias acerca de la existencia de productos

comerciales en base a cepas de Penicillium spp. (Copping, 2001).

Entre los aislamientos obtenidos se encuentran cepas del género
Trichoderma, siendo promisoria para su uso como biocontrolador la cepa de
T. atroviride. La capacidad de hongos del género Trichoderma para actuar

como biocontroladores es conocida desde al menos 1920 (Harman, 2006).
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Biofungicidas basados en Trichoderma son una realidad en agricultura, con
mas de 50 formulaciones disponibles como productos registrados en
numerosos paises de cinco continentes, para proteger y aumentar el
rendimiento de cultivos horticolas, ornamentales y arboles frutales (Woo et al.,
2005). Dos aislamientos de T. atroviride, uno de T. viride y uno de
Rhodotorula sp. mostraron potencial como agentes de biocontrol de la
podredumbre morena de los frutales de carozo poscosecha (Hong et al., 1998).
T. atroviride también inhibe el crecimiento saprofitico de Sclerotinia
sclerotiorum (Li et al., 2005). T. atroviride CHS 861 es un hiperparasito, que
desarrolla entre 4 y 33°C, con amplio rango de hospedantes, parasitando entre
otros a B. cinerea, y produce promocién del crecimiento de las plantas (Mc
Beath, 2003).

Se ha comprobado que varias especies de Trichoderma, entre ellas T.
atroviride, inoculadas en un lugar diferente del patogeno, reducen el
desarrollo de sintomas de enfermedad, produciendo de esta manera
resistencia inducida (Woo et al., 2005). T. atroviride es un hongo micoparasito
comercialmente utilizado como agente de control biolégico contra varios
hongos fitopatdgenos. La interaccion es especifica e incluye reconocimiento,
ataque y muerte del hospedante a través de la produccién de estructuras de
infeccion especializadas, enzimas que lisan la pared celular y metabolitos
antifungicos (Kubiceck, 2004). Dodd et al.,, 2004, comprueban que un
aislamiento de T. atroviride (C65) puede vivir y desarollar sobre hojas y frutos
de kiwi durante toda una estacion de crecimiento, haciéndolo de esta manera
un candidato ideal como agente de biocontrol para reducir el indculo de B.

cinerea en cosecha y poscosecha.

En este trabajo no se realizaron estudios sobre los mecanismos de accion de
los antagonistas seleccionados. No es facil determinar con precision los
mecanismos de accion que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y
los patdégenos sobre la planta. La antibiosis ha sido el mecanismo mas

frecuentemente descrito. Ello se debe al sesgo provocado por la metodologia
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utilizada en la investigacion (Vero, 1998). Las especies del género Trichoderma
pueden utilizar varios mecanismos de accion. No todos los aislamientos de una
misma especie poseen la misma capacidad antagonica cuando se utilizan como
agentes de control biolégico (Tronsmo y Hjeljord, 1997). Trichoderma spp. actua a
través de la produccion de enzimas liticas, la produccién de metabolitos con
actividad bioldgica y el hiperparasitismo (Soares de Melo, 1991). Penicillium spp.
son hongos productores de micotoxinas (Aziz er al., 2006), de manera que es

probable que este sea el principal mecanismo involucrado.

Un desafio permanente para los fitopatdlogos es el desarrollo de métodos
efectivos para el manejo de enfermedades que sean compatibles con los sistemas
de produccion y aceptables en términos de costos, salud y ambiente. Cambios en
los patosistemas, métodos de cultivo y standards de aceptabilidad de practicas de
manejo de enfermedades, en especial tratamientos con fungicidas, frecuentemente
han necesitado de innovaciones en la metodologia de manejo de la enfermedad. El
desarrollo de tolerancia de las poblaciones de patdgenos a fungicidas, presiones
economicas para reducir costos y, especialmente, la preocupacién publica en
relacion a los pesticidas, han motivado la la necesidad de reducir la aplicacion de
fungicidas (Sutton, 1990). Un analisis de los resultados obtenidos con el control
bioldgico lleva a la conclusion que, muchas veces, se obtiene solamente un control
parcial de la enfermedad. Ello puede ser explicado por la constante dependencia

del control bioldgico de diversos factores bidticos y abidticos (Ghini, 1991).

El control biolégico de B. cinerea se basa principalmente en el uso de
saprofitos. El uso de formulaciones biolégicas para el control de este patdégeno
es sb6lo moderadamente efectivo, pero adecuado para su uso en un planteo de
manejo integrado (Elad et al., 1996). Aunque el numero de productos
biocontroladores se esta incrementando, representan solo el 1% de las ventas
de agroquimicos. A pesar de ello, representan importantes contribuciones
porque ofrecen alternativas para el manejo de enfermedades (Fravel, 2005).
Los métodos de control deberian ser dirigidos hacia combinaciones de métodos
culturales como reduccién de la humedad relativa en el invernaculo (Hammer y
Marois, 1988), fertilizacién con calcio (Volpin y Elad, 1991), control de la produccion
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de etileno (Elad, 1988a) y aplicaciones de fungicidas quimicos o biolégicos en el
invernaculo o sobre flores cosechadas (Elad et al., 1993). Los microorganismos
nativos son importantes contribuyentes en la supresién de enfermedades en
sistemas de cultivo. Se han logrado considerables avances introduciendo

antagonistas nativos en el sistema productivo (Sutton y Peng, 1993).

Ademas, los organismos seleccionados como antagonistas deben tener
propiedades que faciliten la aplicacion en la superficie de las plantas y la capacidad
de un rapido establecimiento. Los organismos deben presentar alta tasa de
crecimiento y capacidad reproductiva, especialmente de esporas relativamente
resistentes. Los antagonistas deben ser faciimente cultivados en medios disponibles
y no ser exigentes en sus requerimientos nutricionales, de modo que grandes
cantidades de in6culo pueden ser facilmente preparadas a bajo costo (Wood y Tveit,
1955).

Los métodos y estratregias de biocontrol involucran la oportuna manipulaciéon
del antagonista para suprimir el patdégeno en diferentes fuentes de indculo o sobre
las plantas hospedantes. El biocontrol ideal introduce o promueve al antagonista
s6lo cuando se necesita 0 cuando es mas efectivo y minimiza aplicaciones de
in6culo no adecuadas. Eficiencia, practicidad y seguridad de estrategias y métodos
para aplicar y mantener los antagonistas microbianos son fundamentales para el
exito del biocontrol en sistemas de cultivo y la aceptacién del biocontrol por
productores y la sociedad. Conciencia de posibles peligros de los antagonistas
microbianos sobre la salud humana, como por ejemplo esporas aéreas alergeénicas,
pueden ayudar a evitar rechazos de candidatos a biocontrol por las agencias
reguladoras y para mantener la confianza del publico en el control biolégico (Cook,
1992, citado por Sutton y Peng, 1993).

Factores importantes que pueden afectar la eficiencia del control biolégico a
través de la intoduccion de antagonistas incluyen viabilidad del in6culo (Sutton y
Peng, 1993), formulacién (Sutton y Peng, 1993; Batta, 2004; Sabuquillo et al., 2006),
concentracion del organismo de biocontrol (Sutton y Peng, 1993; Zhang et al.,,

1996a; Morandi, 1997; Sutton et al., 1997; Da Silva Tatagiba et al.,1998, Yu y
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Sutton, 1999; Hjeljord y Tronsmo, 2003), estado de desarrollo de los érganos de la
planta (Elad y Kirshner, 1993; Sutton et al., 1997) tipo de adyuvantes utilizados
(Sutton y Peng, 1993), el momento de aplicacién de los organismos y adyuvantes al
blanco (Sutton y Peng, 1993; Zhang et al., 1996a; Kohl et al., 1998; Kessel et al.,
2002), método y estrategia de aplicacion (Peng et al., 1992; Sutton y Peng, 1993;
Sutton et al., 1997; Morandi, 1997, Da Silva Tatagiba et al.,1998, Cook, 2002b),
cantidad de aplicaciones (Zhang et al., 1996a), condiciones microclimaticas durante
la aplicacion (Soares de Melo, 1991; Elad y Kirshner, 1993; Sutton y Peng, 1993;
Kohl et al., 1995a; Morandi, 1997; Sutton et al., 1997;Yu y Sutton, 1998; Morandi et
al., 2006), duracion del efecto y sobrevivencia del antagonista (Elad y Kirshner,
1993; Zhang et al., 1996a), mecanismo de accion del antagonista (Elad et al., 1982;
Di Pietro et al., 1992; Elad et al.,1994; Lorito et al., 1993, 1994; Zhang et al., 1996b;
Esterio y Auger, 1997; Kohl y Fokkema, 1997; Morandi 1997; Sutton et al., 1997; Yu
and Sutton, 1997; Li et al. 2002; Howell, 2005), manejo del cultivo (Elad y Kirshner,
1993; Shafia et al., 2001), presencia de insectos y acaros (Morandi et al., 2001) y
costos (Sutton y Peng, 1993).

La prueba mas importante e indispensable para seleccionar a un antagonista
es la introduccion a la comunidad microbiana natural (Andrews, 1985). Muchos
antagonistas eficientes in vitro y en condiciones controladas no pasan por este test
final (Bettiol, 1991c).

Los antagonistas seleccionados constituyen un avance en la busqueda para
desarrollar un manejo integrado de la enfermedad en sistemas de produccion de
rosas. Se deberan continuar los estudios para comprobar su eficiencia sobre otros
organos y otras condiciones hasta llegar a pruebas en condiciones de invernaculo
de produccion comercial. Ademas debera evaluarse su efecto sobre los distintos

agentes causales de atizonamientos identificados en el presente trabajo.
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3.7. CONCLUSIONES

En el filoplano del rosal desarrolla una micoflora fungica compuesta
principalmente por hongos de los géneros Trichoderma y Penicillium.

Las cepas aisladas presentan actividad antifungica diferencial frente a
Botrytris cinerea.

Las cepas SP H3 (Penicillium minioluteum) y Ze H12 (Trichoderma
atroviride) son las que presentaron mejor eficiencia antagénica.

Un alto numero de aislamientos de buen comportamiento fueron obtenidos
del cultivo de Zelaya, sin aplicacion de productos por al menos un ano.

La mayoria de los antagonistas presentan una respuesta similar cuando son
evaluados segun la técnica de los discos de hoja o la técnica del cultivo dual.

Los microorganismos FA T1, IH P1, Ze H4, Ze H10, Ze P1, Ze T1
(Penicillium spp.) y SP H3, Ze H12, Ze H13 (Trichoderma spp.) presentan
un comportamiento diferencial frente a diferentes dosis de fungicidas.

El atizonamiento de los rosales ocasionado por B. cinerea puede ser
controlado biolégicamente a través de la pulverizacion con esporas de una
cepa de Trichoderma atroviride, de Penicillium minioluteum o la mezcla

de ambos con P. purpurogenum.
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El atizonamiento de los rosales se produce a partir de las ramas heridas por
la poda o por el corte para la cosecha de flores.

La incidencia del atizonamiento fue muy elevada en la mayoria de los cultivos
analizados, con un promedio del 70% en cultivos para flor de corte y del 55%
en plantas para ornamentacion de jardines. La muerte de plantas llegé al 40%
en rosales para jardines.

El atizonamiento de los tallos del rosal es ocasionado por un complejo de
hongos que incluye a Botrytis cinerea, Trichothecium roseum, Alternaria
alternata, Pestalotiopsis guepinii, Fusarium verticillioides. y Phomopsis
sp. Constituye esta la primera referencia acerca de la presencia de
Trichothecium roseum, Alternaria alternata, Pestalotiopsis guepinii,
Fusarium verticillioides. y Phomopsis sp. como agentes causales de
enfermedades del rosal en la Argentina.

Los muestreos realizados permiten afirmar que B. cinerea es el patogeno
que presenta una mayor incidencia en rosales para flor de corte y el unico
que afecta otros o6rganos de la planta, produciendo sintomas de
atizonamientos sobre flores, pimpollos y pedunculos florales.

A. alternata es el patdbgeno que presenta una mayor incidencia en cultivos
para jardines.

No existe una sintomatologia especifica asociada a cada patégeno.

La incidencia de la enfermedad esta estrechamente relacionada el manejo
del cultivo.

En el filoplano del rosal desarrolla una micoflora fungica compuesta
principalmente por hongos de los géneros Trichoderma y Penicillium.

Las cepas aisladas presentan actividad antifungica diferencial frente a
Botrytris cinerea.

Las cepas SP H3 (Penicillium minioluteum) y Ze H12 (Trichoderma
atroviride) son las que presentaron mejor eficiencia antagoénica. .

El atizonamiento de los rosales ocasionado por B. cinerea puede ser
controlado biolégicamente a través de la pulverizacion con esporas de una
cepa de Trichoderma atroviride, de Penicillium minioluteum o la mezcla

de ambos con P. purpurogenum.
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