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Resumen: La preocupacion por el cuidado medioambiental ylasalud de los
productores y consumidores de alimentos ha generado el interés creciente
por la utilizacion de productos naturales para el manejo de enfermedades que
afectan a distintos cultivos. Uno de estos productos naturales (bioinsumos) es
el obtenido a partir de Equisetum giganteum “cola de caballo”, cuyo uso esta
indicado para el manejo de plagas y también de enfermedades de etiologia
fangica que afectan a distintos cultivos. En este contexto, se realizo el
presente trabajo con los objetivos de evaluar in vitro la efectividad de una
preparacion (decoccién) a base de E. giganteum sobre el crecimiento y
desarrollo de Botrytis cinerea (moho gris) y Colletotrichum falcatum
(antracnosis) patégenos del cultivo de frutilla, y comparar el nivel de
efectividad de E. giganteum con el de Trichoderma. Se utilizaron: cultivos
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purosde B. cinereay C. falcatum aislados de plantas sintomaticas de frutilla;
un aislamiento nativo de Trichoderma;y una decoccion de E. giganteum. La
técnica utilizada para medir la efectividad (antagonismo) consistio en cultivos
individuales de los patégenos y duales con la decoccién y Trichoderma. Se
observé la disminucién del diametro de colonias de C. falcatum en las
pruebas con E. giganteum, y de C. falcatum y B. cinerea en las pruebas con
Trichoderma. Los valores promedio de disminucion del diametro de colonias
fueron estadisticamente significativos (p<.01) y los mayores porcentajes (56 -
58%) se observaron con el uso de Trichoderma. Contrariamente a lo
esperado, ladecoccion estimulé levemente el crecimiento de las colonias de
B. cinerea.

Palabras-clave: Antagonismo; Equisetum; Trichoderma; B. cinerea; C.
falcatum.

Abstract: The concern for environmental care and the health of food
producers and consumers has generated a growing interest in the use of
natural products for the management of diseases that affect different crops.
One of these natural products (bio-inputs) is obtained from Equisetum
giganteum "horsetail", whose use is indicated for the management of pests
and also of diseases of fungal etiology that affect different crops. In this
context, the present work was carried out with the objectives of evaluating in
vitro the effectiveness of a preparation (decoction) based on E. giganteum on
the growth and development of Botrytis cinerea (gray mold) and
Colletotrichum falcatum (antracnose) pathogens of the strawberry cultivation;
and, compare the level of effectiveness of E. giganteum with that of
Trichoderma. The following were used: pure cultures of B. cinerea and C.
falcatum isolated from symptomatic strawberry plants; a native Trichoderma
isolate;and a decoction of E. giganteum. The technique used to measure the
effectiveness (antagonism) consisted of individual cultures of the pathogens
and dual cultures with the decoction and Trichoderma. A decrease in the
diameter of colonies of C. falcatum was observed in the tests with E.
giganteum, and of C. falcatum and B. cinerea in the tests with Trichoderma.
The average values of colony diameter decrease were statistically significant
(p<.01) and the highestpercentages (56-58%) were observed withthe use of
Trichoderma. Contrary to expectations, the decoction slightly stimulated the
growth of the colonies. colonies of B. cinerea.

Keywords: Antagonism; Equisetum; Trichoderma; B. cinerea; C. falcatum.

1. Introduccién

La preocupacion por el cuidado medioambiental y la salud de los productores y
consumidores de alimentos ha generado el interés creciente por la utilizacién de
productos naturales para el manejo de enfermedades que afectan a distintos
cultivos. Estos productos denominados bionsumos, incluyen en su composicién
microorganismos y sus productos, macroorganismos y extractos de plantas
(Starobinsky et al., 2021). “La definicidon de bioinsumos incluye (pero no se limita a)
biofertilizantes, bioestimulantes, biocontroladores, biorremediadores y/o reductores
del impacto ambiental, biotransformadores para el tratamiento de subproductos
agropecuarios y bioinsumos para la produccion de bioenergia (Bocchetto et al.,
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2020)” (Starobinsky et al., 2021, p. 11). Uno de los bioinsumos de origen vegetal
es el producto obtenido a partir de E. giganteum “cola de caballo”, cuyo uso esta
indicado para el manejo de plagas y también de enfermedades de etiologia
fungica que afectan a distintos cultivos.

E. giganteum “es una planta rizomatosa, de 1-2 m de altura, tallos fistulosos,
gruesos, ramificado, con 24-30 costillas, ramas verticiladas, mas o menos asperas.
Hojas escamiformes negras, subuladas, unidas entre si, formando vainas de 6-12
mm de largo. Espigas oblongas, negras, apiculadas. Sudamérica y regiones
templadas y templado-calidas de Argentina”. (Parodi, 1978, p. 49). La literatura
menciona su uso como biofungicida en general y especificamente para el manejo
de mildius, oidio y roya, entre otros (INTA, 2021). Existen investigaciones recientes
que muestran el nivel de efectividad de productos a base de cola de caballo en
cultivos intensivos y extensivos (Trebbi et al., 2021). Ademas, en el afio 2014, el
Reglamento de Ejecucion de la Union Europea N° 264/2014 aprobd el uso de E.
arvense L. como fungicida (EFSA, 2020, p. 6).

Existen antecedentes acerca de la aplicacién de Equisetum y Trichoderma para el
manejo de Botrytis spp., Podosphaera aphanis, Mycosphaerella fragariae. y otros
hongos fitopatdbgenos que afectan el cultivo de frutilla (Bertalot et al., 2012; CE,
2013; Amerio et al., 2020). Entre los patdgenos mencionados puede sefialarse que
B. cinerea es el agente causal de la podredumbre gris, la enfermedad mas
importante que afecta el cultivo de frutilla en Argentina (INTA, 2021).

La metodologia indicada para la seleccion de bioinsumos se inicia con la
realizacién de pruebas de efectividad in vitro e in vivo, a las que siguen las
pruebas de multiplicacidn, formulacién, estabilidad e inocuidad (Starobinsky et al.,
2021). En este contexto, se realizd el presente trabajo con los objetivos de evaluar
in vitro la efectividad de una preparacién a base de E. giganteum sobre el
crecimiento y desarrollo de Botrytis cinerea (moho gris) y Colletotrichum falcatum
(antracnosis) dos patdgenos del cultivo de frutilla; y, comparar el nivel de
efectividad de E. giganteum con el de Trichoderma

2. Materiales y Métodos

Microorganismos patégenos: se utilizaron dos cultivos puros de B. cinerea y C.
falcatum aislados de plantas sintomaticas de frutilla (Figura 1 a-b). Los cultivos
fueron mantenidos en agar papa glucosado (APG) por sucesivas transferencias a
medio APG fresco.

Figura 1.

Plantas sintomaticas a partir de las cuales se aislaron los patégenos utilizados en las
pruebas: a. Conocarpo de frutilla cubierto por fructificaciones de B. cinereay b. plantas
infectadas c,on C. falcatum
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E. giganteum: el bioinsumo fue preparado siguiendo la técnica de decoccion
(INTA, 2021). Para lo cual se parti6 de secciones de plantas de aproximadamente
3 cm de longitud. Estas secciones se dejaron en reposo en agua limpia durante 24
horas, luego de las cuales la mezcla fue llevada a un bafio de Maria con agua en
ebullicion donde permanecié durante 20 minutos. Se prepararon 750 ml en frascos
Erlenmeyer, segun la relacion indicada: 1kg de E. giganteum/ 1l de agua. El
preparado obtenido se utilizé una vez frio.

Trichoderma: se utilizé6 un cultivo puro de un aislamiento obtenido de suelo de
cultivo de plantas de frutilla. El cultivo fue mantenido en APG por sucesivas

transferencias a medio fresco.

Pruebas de efectividad

Para las pruebas con Equisetum se mezclaron 2,5 ml de la decoccién con 10 ml
de APG y se vertieron en placas de Petri. Una vez solidificado el medio, se
procedié a sembrar en el centro de la placa secciones de 1,5 mm de un cultivo
puro de B. cinerea. Igual procedimiento se siguié por separado con C. falcatum.
Las placas fueron incubadas durante 8 dias a temperatura ambiente y luz natural.
La medicién del diametro de colonias se realizd con intervalos de 24 horas. Las
siembras se realizaron por triplicado y como testigo se utiliz6 la siembra del
patégeno en placas con sdlo medio APG. La decoccién también fue sembrada en
placas con sé6lo medio APG.

Las pruebas con Trichoderma: se realizaron utilizando la técnica del cultivo dual,
para lo cual se sembraron secciones enfrentadas de Trichoderma y del patégeno
en el centro de placas con medio APG. Las siembras de B. cinerea y C. falcatum
se realizaron por separado. Las condiciones de incubacion y medicion fueron
idénticas a las descritas para Equisetum. Las siembras se realizaron por triplicado
y como testigos se utilizé la siembra individual de cada uno de los patégenos y la
siembra individual de Trichoderma. Los datos obtenidos fueron sometidos al
andlisis de la varianza utilizando el programa InfoStat (2008).

3. Resultados y discusién
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E. giganteum, en las placas conteniendo APG y decoccidon de E. giganteum
sembradas con C. falcatum la disminucién del didmetro de colonias fue
estadisticamente significativa (p<.01) en comparacion con los observado en el
testigo (placas con medio APG+ decoccién) (Figura 2).

Figura 2.

Diametro de colonias de C. falcatum y B. cinera en cultivo individual y dual con la decoccién
de E. giganteum
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Por el contrario, la adicién de la decoccion a las placas sembradas con B. cinerea
no tuvo ningun efecto sobre el didmetro de colonias del patégeno (Figuras 2y 3),
incluso el didametro de las colonias de Botrytis fue ligeramente mayor en
comparacién con el testigo. Finalmente, en las placas que contenian medio de
cultivo y la decoccion de E. giganteum no se observd el desarrollo de ningdn
microorganismo que pudiera haber estado presente en la decoccion.

Figura 3.

Prueba con ladecoccién de E. giganteumy B. cinerea, de izquierda a derecha: placa con
s6lo medio de cultivo, cultivo individual de B. cinerea; placa con decoccidn + B. cinerea
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Trichoderma: en los cultivos duales de Trichoderma con C. falcatum y B. cinerea
se observo la disminucion del diametro de colonias de ambos hongos patégenos.
Esta disminucion fue estadisticamente significativa (p<.01) en comparacién con el
diametro de colonias observado en los cultivos individuales (Figuras 4 a-b, 5y 6).
En ambos casos se observo la presencia de un halo de inhibicién en la totalidad
de las placas. También en los cultivos duales se observé la disminucién de las
colonias de Trichoderma, ligeramente menor a la registrada para las colonias de
los patégenos.

Figura 4.

Placas sembradas con cultivos individualesy duales: a. De izquierda a derecha:
Trichoderma individual, Trichoderma + C. falcatum y C. falcatum individual. b. De izquierda
a derecha: Trichodermaindividual, Trichoderma + B. cinereay B. cinereaindividual.
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Figura 5.

Diametro de colonias de C. falcatum en cultivo individual y dual con Trichoderma
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Figura 6.

Diametro de colonias de B. cinerea (Bot) en cultivo individual y dual con Trichoderma (Tri).
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Por consiguiente, la comparacién de los valores promedio de la disminucién del
diametro de colonias de C. falcatum y B. cinerea en cultivos duales con E.
giganteum y Trichoderma mostro lo siguiente: la adicion de la decoccidn resulté en
la disminucién de un 46% del diametro de colonias de C. falcatum y un aumento
del 1,36% de las de B. cinerea. Mientras que, en cultivos duales con Trichoderma
se observo un 58% de disminucién en las colonias de C. falcatum y un 56% en las
de B. cinerea.

La disminucién del didmetro de colonias de C. falcatum mediada por la decoccién
de E. giganteum no habia sido citada previamente en la literatura sobre el tema. El
comportamiento registrado es promisorio para la subsiguiente realizacién de
pruebas in vivo, como lo establece el protocolo para la prueba de bioinsumos. El
resultado es también promisorio, dada la relevancia que tiene la antracnosis
causada por C. falcatum, para la cual s6lo existen variedades de frutilla tolerantes
(Gonzélez, 2017), y para cuyo manejo se recomiendan fungicidas de sintesis
(Chavez y Soilan Duarte, 2018) con consecuencias negativas sobre el medio
ambiente. Entre las que pueden mencionarse la supresion de los microorganismos
benéficos que habitan el agroecosistema y la disminucién de la biodiversidad
(Sarandén, 2020).

En cuanto al efecto nulo sobre la disminucién del didmetro de colonias de B.
cinerea observado, el mismo coincide con el reportado por Pazmifio Miranda
(2018) cuando aplicé extractos de Equisetum en cultivo de frutilla a campo. Cabe
mencionar gque, en una revisidon realizada en Europa en el afio 2014 por el
Directorio General para la Salud y Seguridad Alimentaria, se menciona la
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utilizacion de un homogenato de Equisetum para el manejo de B. cinerea desde el
inicio del cultivo de frutilla y frambuesa hasta finalizar la fructificacion. Por
consiguiente, seria adecuado realizar nuevas pruebas utilizando distintos
procedimientos de extraccién, considerando que los mismos influyen en el
contenido de sustancias bioactivas de Equisetum (Langa-Lomba et al., 2021). Por
otra parte, no se encontraron reportes acerca de la estimulacion del crecimiento de
las colonias de B. cinerea utilizando Equisetum, como el observado en el presente
trabajo. Efecto que si fue reportado en un trabajo donde la aplicacién de extractos
de ricino (Ricinus communis) produjo un aumento significativo del crecimiento y
desarrollo de B. cinerea (Belesansky et al., 2021).

Los resultados positivos observados, con la utilizacién de Trichoderma, en la
disminucion del diametro de colonias de C. falcatum y B. cinerea confirman la
efectividad de un antagonista ampliamente utilizado en el manejo de distintos
patégenos, y también la recomendacion de la utilizacion de aislamientos nativos
de Trichoderma (Samaniego-Fernandez et al., 2018) como el utilizado en el
presente trabajo). Sin embargo, el efecto observado en la disminucién del diametro
de colonias de Trichoderma en los cultivos duales con ambos patégenos es un
comportamiento a tener en cuenta en las pruebas in vivo que se realizardn a
futuro. Esto es, considerar la utilizacion de suspensiones con un alto nimero de
propagulos de Trichoderma.

4. Conclusiones

La aplicacién de una decoccion de E. giganteum resulta efectiva en la disminucion
del diametro de las colonias del patégeno C. falcatum. Mientras que no tiene
efecto sobre B. cinerea. Por el contrario, la decoccion favorece levemente el
crecimiento de B. cinerea.

El aislamiento nativo de Trichoderma probado muestra efecto antagdnico sobre el
diametro de colonias de B.cinerea y C. falcatum; y en el caso de C. falcatum la
disminucion es mayor a la mediada por E. giganteum.

La disminucién del diametro de colonias de Trichoderma en cultivo dual es un
factor a considerar en las futuras pruebas in vivo.
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