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PALABRAS CLAVE Resumen El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la sensibilidad micelial de Tricho-
Patogeno de Semilla; coniella padwickii a diferentes principios activos por medio del calculo de la concentracion
Clsp; inhibitoria media (Clsp). Para ello se realizaron siembras de discos de inoculo en agar poroto
Fungicida con distintas concentraciones (0,1; 1; 10; 30, 50; 100 y 1.000 mg/l) de diversos fungicidas. A los

7 dias se midi6 el diametro de crecimiento de la colonia (cm). Los datos obtenidos se ajustaron
a modelos de regresion no lineal. La sensibilidad se clasificd utilizando la escala de Edging-
ton. Los resultados obtenidos demuestran que el patégeno es muy sensible a los productos que
actlian sobre la cadena respiratoria (quinone outside inhibitors [Qol] y succinate dehydroge-
nase inhibitors [SDHI]) y la membrana celular (multisitio), y moderadamente sensible a los que
interfieren en la division celular (metil benzimidazol carbamatos [MBC]), en la sintesis de aci-
dos nucleicos (fenilamidas [PA]) y en la transduccion de la sefial osmotica (actividad multisitio).
Este trabajo es el primer antecedente sobre la sensibilidad in vitro de T. padwickii a principios
activos fungicidas.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).
KEYWORDS In vitro susceptibility of Trichoconiella padwickii to various active ingredients used
Seed-borne pathogen; as fungicides in the cultivation of rice
ICs0;
Fungicides Abstract The aim of this study was to evaluate in vitro the mycelial susceptibility of Tricho-

coniella padwickii to different active ingredients through average median concentration ICsg
calculation. Inoculum disks were seeded on bean agar at different concentrations (0.1; 1; 10;
30, 50; 100 and 1000 mg/l) of various fungicides. After seven days the colony diameter was
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measured. The data obtained were fitted to nonlinear regression models. Susceptibility was
classified using the scale proposed by Edgington. The results show that the pathogen is very
sensitive to products that act on the respiratory chain (quinone outside inhibitors [Qol] and suc-
cinate dehydrogenase inhibitors [SDHI]) and cell membrane (multi-site contact activity), and
moderately sensitive to those products interfering with cell division (methyl benzimidazole car-
bamates [MBC]), synthesis of nucleic acids (phenylamides [PA]) and osmotic signal transduction
(multi-site contact activity). This work is the first record on the sensitivity of T. padwickii.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

La semilla de arroz (Oryza sativa L.) es portadora de nume-
rosos patogenos que causan enfermedades en el cultivo y
ademas es un eficiente medio de transporte y superviven-
cia en la naturaleza. El potencial epidémico del patégeno
varia entre especies, razas y ecosistemas?’. En la region del
nordeste de Argentina, el cultivo es afectado por enferme-
dades fingicas que merman el rendimiento y la calidad de la
produccion®'". De los patogenos de semillas identificados, se
destaca la presencia de Trichoconiella padwickii (Ganguly)
B.L. Jain (sindnimo Alternaria padwickii [Ganguly] M.B Ellis
1971], por presentar alta prevalencia (mayor del 90%) y nive-
les de incidencia que superan el 73%, con una eficiencia de
transmision a coleoptilos de arroz de hasta el 28%> 4%,

Este hongo tiene amplia distribucion mundial y es con-
siderado uno de los principales microorganismos presentes
en semillas de arroz>'%'7-3", Como estrategia de control del
patogeno, la utilizacion de productos quimicos es vista como
una medida eficiente y de resultados inmediatos, aunque su
constante uso promueve la seleccion de cepas resistentes.
Esta resistencia se manifiesta como una variacion genética
heredable, que conduce a la pérdida o a la disminucion
de la sensibilidad al principio activo??¢. Conocer la res-
puesta de los patogenos a las diversas familias de fungicidas
es importante dentro del contexto del manejo integrado
de plagas, porque permite proyectar estrategias de control
compatibles’-8.

Los ensayos de sensibilidad de fungicidas in vitro con-
sisten en la exposicion del patdégeno a concentraciones
crecientes de principios activos. A la concentracion del
fungicida que inhibe en un 50% el crecimiento micelial la
llamamos concentracion inhibitoria media (mg/l) (Clsp). Un
valor bajo de Clsy indica una alta accion fungicida®’2428,

Actualmente, si bien existen antecedentes de control
quimico de T. padwickii, los estudios disponibles no apor-
tan informacion sobre la sensibilidad del patogeno, dato
que es necesario para entender la disparidad de resultados
que informan distintos autores. Los estudios realizados con
T. padwickii in vitro son escasos y no incluyen terapicos de
semillas o fungicidas. Algunos antecedentes se refieren a
productos con efectos similares, como aceites esenciales,
quitosanos y derivados del metabolismo de plantas como
Decalepsis hamiltni Wight & Arn'>2"23_ Ante la escasez de
investigacion en esta tematica, se plante6 como objetivo

determinar la Clsp de diversos principios activos habitual-
mente utilizados como fungicidas frente a T. padwickii.

Materiales y métodos

Aislamiento del patégeno

Para detectar la presencia de T. padwickii se sembraron
400 semillas de arroz de la variedad IRGA 424 (variedad sus-
ceptible al patdgeno y la mas sembrada en la region)®'® en
placas que contenian medio de cultivo agar poroto, al que
se le agrego sulfato de estreptomicina, a razén de 100 mg/L.
Las placas se incubaron durante 8-12 dias con un régimen
de 12h luz, 12h oscuridad, a 25+2°C. Se considerd
semilla infectada a aquella que presentd estructuras
del patogeno (conidioforos, conidios y/o esclerocios).
Como caracter de diagnéstico inequivoco, la bibliografia'
menciona la liberacion de pigmentos rosados al medio
de cultivo; este dato se tuvo en cuenta y junto con los
caracteres morfoldgicos citados facilitd el diagnéstico.

Bioensayo de sensibilidad

Se utilizaron los siguientes productos quimicos o com-
binaciones: 1) difenoconazol 3,69% +metalaxil 0,31%; 2)
difenoconazol 3%; 3) iminoctadina 30%; 4) fluxapyroxad
5% + epoxiconazol 5% + piraclostrobin 8,1%; 5) tebuconazol
6%; 6) piraclostrobin 13,3% +epoxiconazol 5%; 7) carbenda-
zim 50% + tiram 50%; 8) piraclostrobin 5% + tiofanatometilico
45%; 9) trifloxistrobin 37,5% +ciproconazol 16%; 10)
azoxistrobin  20%+8% ciproconazol; 11) fluodioxonil
2,5%+ metalaxil 1%; 12) carbendazim 10% +tiram 10%; 13)
tebuconazol 1,5%+tiram 50%, y 14) carboxina 20% + tiram
20%. Con cada uno de los fungicidas se preparé una solucion
madre de 1/100, de la cual se tomaron diversas alicuotas
afines de obtener concentraciones de 0,1; 1; 10; 30; 50; 100
y 1.000 (mg/l) de principio activo en medio agar poroto.
La cantidad necesaria para cada concentracion se calculo
sobre la base de la siguiente formula: C;V; - C;V,%8.
Posteriormente, discos de micelio de T. padwickii pro-
cedentes de colonias de 10-12 dias de edad se sembraron
en placas de Petri que contenian las concentraciones de
los principios activos. Las cajas se incubaron en estufa
a 25+2°C, durante 7 dias. Con los datos obtenidos
se realizaron analisis de regresion no lineal entre el
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Tabla 1 Clasificacion de los diferentes principios activos usados segiin la FRAC Code List 2015
Modo de accion Sitio de Nombre del Grupo Principios Codigo Riesgo de
accion y grupo? quimico activos resistencia
codigo segln la
FRAC
G (biosintesis de G1 (C14- demetilasa) DMI Triazoles Difenoconazol 3 Medio
esteroles en (inhibidores de Epoxiconazol
membrana) la metilacion) Tebuconazol
Ciproconazol
A (sintesis de A1 (ARN PA Acilalaninas Metalaxil 4 Alto
acidos polimerasa 1)
nucleicos)
C (respiracion) C3 (complejo i Qol Metoxi-carbamato  Piraclostrobin 11 Alto
citocromo bct Azoxistrobin
(ubiquinona oxidasa) y Trifloxistrobin
Qol site (citocromo b)
C2 (succinato SDHI Oxatin- Carboxim 7 Medio a alto
deshidrogenasa) carboxamida Fluxapyroxad
Pyrazol
carboxamida
B (mitosis y B1 (B tubulina) MBC Benzimidazol Carbendazim 1 Alto
division celular) Tiofanatos
Tiofanato-
metilico
E (sehales de E2 PP Fenilpirroles Fluodioxonil 12 Alto a medio
transduccion) (MAP/histidina
cinasa en 6smosis,
sefales de transduccion)
Mltiple sitio de Mltiple sitio de accion  Guanidina Guanidina Iminoctadina M7 Bajo
accion
Multiple sitio de Multiple sitio de accion Ditiocarbamato Ditiocarbamato Tiram M3 Bajo
accion

a8 MBC: metil benzimidazol carbamato; PA: fenilamidas; PP: fenilpirrol; Qol: quinone outside inhibitor; SDHI: inhibidor de la succinato

deshidrogenasa.

porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio y el
logaritmo de la concentracion de los productos mas uno
(Log [ppm + 1])?%:3%:33, Se trabajo con el software estadistico
Infostat versién 20138, Como criterio de ajuste se utilizé el
cuadrado medio del error. En la tabla 1 se aporta informa-
cion actualizada sobre el grupo quimico al que pertenece
cada principio activo, el mecanismo y modo de accion, el
riesgo de resistencia inherente, y el cddigo al que pertenece
segun la FRAC 2015'2. El grado de sensibilidad se clasi-
fico empleando la escala propuesta por Edgington et al.'®
(tabla 2).

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 3; a partir de
estos se concluye que el hongo T. padwickii es muy sensible

Tabla2 Escala de sensibilidad de Edgington et al.'®. Escala
de sensibilidad basada en la Clsy (mg/l)

<1 Muy sensible
1a10 Moderadamente sensible

> 50 Resistente

a la mezcla de fungicidas pertenecientes a la familia de los
triazoles y estrobilurinas, a excepcion del ciproconazol en
mezcla con trifloxistrobin y azoxistrobin, a los que resulto
moderadamente sensible. El difenoconazol demostro ser el
mas potente de todos los principios activos registrando el
valor mas bajo de Clso (0,05 mg/l).

Estos resultados son congruentes con las conclusiones de
Malavolta et al.? y Cardoso et al.?, quienes demostraron
que el uso de estos fungicidas durante la floracion y el lle-
nado de granos en el cultivo de arroz disminuyen de manera
significativa la incidencia del patdgeno en las semillas.

El fluxapyroxad (un inhibidor de la succinato deshi-
drogenasa), combinado con epoxiconazol y piraclostrobin,
presentd una Clsy de 0,18 mg/l; en cambio, con la mezcla
de los 2 ultimos la Clsg fue de 0,94mg/l (tabla 3). Surge de
esto que el agregado de dicho principio activo al formulado
resulta eficiente, debido a que disminuye de manera con-
siderable la sensibilidad. Otro fungicida al que T. padwickii
resulté muy sensible fue iminoctadina, perteneciente a la
familia de las guanidinas®?¢.

Con respecto a las mezclas de carbendazim + tiram y pira-
clostrobin + metiltiofanato, se observo que el hongo resultd
moderadamente sensible. Estos resultados son importantes
porque los benzimidazoles se clasifican como de alto riesgo
de resistencia (tabla 1) y se encuentran entre los principios
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Tabla 3 Ecuaciones de regresion utilizadas para el calculo de la concentracion inhibitoria media (Clsg)

Principio activo Ecuacion Cme

Clsg

(mg/1)
Difenoconazol 3,69% + metalaxil 0,31% 83.76 [1 — 1e(=43-66y) 0,05 11,27
Difenoconazol 3% 83.68 [1 — 1e(-4461y) 0,05 25,96
Iminoctadina 30% 83.45 [1 — 1e(-354%) 0,06 59,37
Fluxapyroxad 5% + epoxiconazol 5% + piraclostrobin 5% 102.69 [1 — 0.57e(="5¢) 0,18 6,56
Tebuconazol 6% 84.62 [1— 0.92e(~427)] 0,60 18,98
Piraclostrobin 13,3% + epoxiconazol 5% 102.69 [1 — 0.78e(-1-46y) 0,94 20,30
Carbendazim 50% + tiram 50% 83.68 [1 — 1e(‘44-"‘y)} 1,32 18,58
Piraclostrobin 5% + tiofanato metilico 45% % 1,53 35,52
Trifloxistrobin 37,5% + ciproconazol 16% % 1,87 11,02
Azoxistrobin 20% + ciproconazol 8% % 3,33 28,49
Fluodioxonil 2,5% + metalaxil 1% 88.77 [1— 0.92e~12%] 3,19 41,59
Carbendazim 10% + tiram 10% 84.44¢ [—4.35e(-2°W)] 4,30 9,45
Tebuconazol 1,5% + tiram 50% 85.14 [1 — 0.89e(~133)] 5,03 41,79
Carboxina 20% + tiram 20% 10.65x% +5.674 — 4.49 357,29 93,92

Cme: cuadrado medio del error.

activos mas recomendados para el control de patégenos de
semillas en general®'>26:%7,

Segun los datos obtenidos, T. padwickii resulta resistente
a la mezcla de carboxina + tiram; sin embargo, la carboxina
es especifica contra basidiomicetes que causan royas, car-
bones y enfermedades ocasionadas por Rhizoctonia solani
Kiihn y algunos dematiaceos del género Alternaria®?®. Sin
embargo, este principio activo, al igual que el fluxapyroxad,
presenta riesgo de resistencia media a alta*'? y es el mas
recomendado para el control de patdgenos de semillas de
arroz'>32, El efecto del tiram deriva del radical isotiocianato
(-N=C=S-), que ejerce su accion a altas concentraciones
porque compite con el Cu?* y Fe3* disponible en las células
del hongo*2¢.

Segln Mohana et al.??, para conseguir una inhibicion del
crecimiento de T. padwickii del 100% es necesaria una dosis
de tiram de 2.000 mg/l. En otro trabajo similar, Lim'® estu-
di6 el efecto de distintos ditiocarbamatos (mancozeb, zineb,
propineb, maneb y ferbam) en el crecimiento micelial de
Colletrotichum gloesporioides Penz & Sacc, y concluyé que
la Clsp de estos principios activos es superior a 500 mg/L.
Teniendo en cuenta esto Ultimo, ese autor propone una
escala de sensibilidad distinta a la de Edgington et al.’®, en
la que clasifica al patogeno como resistente cuando la Clsg
supera los 700mg/l. Ahmed et al.! estudiaron el comporta-
miento del mancozeb en el crecimiento micelial de Bipolaris
oryzae Breda de Haan e informaron resultados concordantes
con aquellos.

El tebuconazole en combinacion con el tiram logré redu-
cir la Clsp al rango de moderadamente sensible (Clsp =
5,03 mg/l); sin embargo, el tebuconazole resulta aln mas
efectivo al 6% y en la mencionada formulacion se encontraba
al 1,5% (tabla 3).

El fluodioxonil en mezcla con metalaxil presenté una
Clso de 3,19mg/l (moderadamente sensible). Este fun-
gicida impide la transduccion de la sefial osmética, lo
que determina la ausencia de control en la presion que

ejerce la membrana celular; esto causa la inestabilidad
y, en consecuencia, la muerte del hongo. Sin embargo,
Vicente et al.*° concluyeron que este principio activo
resulta ineficiente para el control de T. padwickii (por
debajo del 25%). Esto se fundamenta en la moderada
sensibilidad comentada anteriormente. El metalaxil, por
su parte, bloquea la actividad de la ARN polimerasa |,
pero este principio activo es altamente especifico para
Oomycetes®2¢,

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran
la necesidad de remplazar la mezcla carboxina + tiram por
el difenoconazol al 3% y de ir rotando con los otros prin-
cipios activos utilizados, a fin de disminuir la presion de
seleccion sobre cepas resistentes. Esto responde al hecho
de que T. padwickii se presenta en niveles de prevalen-
cia cercanos al 100% e incidencia mayor del 73%, lo que lo
hace un patogeno con alto riesgo de presentar resistencia.
Ademas, existe una estrecha relacion entre el patdégeno y
la semilla, que dificulta el control debido a que el pato-
geno es capaz de dafar los tejidos mas internos de la
semilla®.

Este trabajo constituye un primer aporte al conocimiento
de la sensibilidad de T. padwickii a diversos principios acti-
vos usados como fungicidas. Por ello, es importante seguir
estudiando la sensibilidad en otras cepas con el objetivo de
armar una linea de base y estudiar la variacion que existe a
nivel poblacional.
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