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Efecto de los agroquimicos usados en el cultivo de mani sobre
Sclerotinia minor Jagger, Sclerotium rolfsii Sacc y Trichoderma

sp.

RESUMEN

El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) de la provincia de Cérdoba constituye
el 96% de la produccion nacional.

El mani es la Unica especie de leguminosa que fructifica bajo tierra, por lo que
sus vainas ya desarrolladas, estan expuestas hasta la cosecha a numerosos problemas
patoldgicos, entomoldgicos y ambientales que causan disminucién en los rendimientos.

Si bien en nuestro pais el cultivo de mani es afectado por diversos patégenos
(virus, hongos y bacterias), las mayores pérdidas en la produccion son causadas por
hongos que habitan el suelo, habiendo constituido un serio problema desde inicios de la
década del *90.

Entre los hongos patdgenos que se destacan como agentes causales de estas
pérdidas, se encuentran Sclerotinia minor Jagger y Sclerotium rolfsii Sacc, los que
originan las enfermedades del “tizon y “marchitamiento del mani” respectivamente.
Estos patdgenos forman estructuras de resistencia denominadas esclerocios que les
permiten perpetuarse en el suelo actuando como in6culo en los afios subsiguientes.

La sobrevivencia de estos es afectada por una serie de factores fisicos, quimicos y
biologicos. En cuanto a los factores quimicos se han estudiado los efectos colaterales de
plaguicidas sobre los patdgenos presentes en el suelo y sus antagonistas, sin embargo son
escasos los trabajos referidos a la influencia de los fertilizantes y herbicidas. Con
respecto a los factores biologicos se destacan los biocontroladores como algunas
especies del género Trichoderma.

En los ultimos 20 afios se han producido importantes cambios en el sistema
productivo manisero de Argentina, sefialandose entre ellos el incremento del uso de
agroquimicos especialmente herbicidas, fungicidas y fertilizantes nitrogenados, siendo
estos ultimos aplicados al maiz, cultivo de rotacion.

Si bien los herbicidas son aplicados con el objetivo primario de controlar
malezas, los fertilizantes nitrogenados para obtencion de mayores rendimientos y los
fungicidas para el control de “la viruela del mani”, éstos pueden tener efectos
colaterales que resulten en el aumento o disminucién de la incidencia y severidad de
varias enfermedades de los cultivos; debido a una reduccion de las defensas
estructurales del hospedante, aumento de la secresion de exudados radicales,
estimulacion o reduccién del crecimiento del patdégeno y/o alteracion de la microflora
competidora con el patdgeno potencial.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el presente trabajo tuvo por objetivos
evaluar el efecto in vitro de los herbicidas, fertilizantes nitrogenados y fungicidas
aplicados al cultivo de mani sobre el potencial indculo de S. minor y S. rolfsii, y



Trichoderma sp. También seleccionar entre los agroquimicos evaluados aquellos méas
eficientes para el control de estos patdgenos siendo menos perjudicial para el
antagonista.

Se evalu6 el efecto de los herbicidas imazetapir, acetoclor, trifluralina,
pendimetalin, metolacloro y dos mezclas de imazetapir+acetoclor; los fertilizantes
nitrato de amonio, fosfato diamdnico, nitrato de potasio y urea; y los fungicidas
difenoconazole, tebuconazole, flusilazole y carbendazim+epoxiconazole. También se
realizd un ensayo de asimilacion de nitrdgeno para determinar cual es el compuesto
nitrogenado mas eficientemente asimilado por estos hongos.

Los resultados indicaron que la produccion de esclerocios de S. minor fue
favorecida por todos los herbicidas evaluados en sus dosis menores, mientras que a
mayores el comportamiento fue variable. Las mezclas de herbicidas no afectaron
significativamente el nimero de esclerocios producidos. Sobre S. rolfsii, pendimetalin y
trifluralina ejercieron efecto negativo a este respecto, pero metolacloro, acetoclor e
imazetapir favorecieron la formacion de esclerocios a la minima concentracion y la
redujeron en las restantes. Trichoderma sp. no fue afectado notablemente, sin embargo
con acetoclor e imazetapir incrementaron la formacion de conidios con el aumento de su
concentracion.

Con respecto a los fertilizantes nitrogenados, S. minor mostré una correlacién
positiva entre la forma de nitrogeno disponible y los esclerocios producidos. S. rolfsii no
fue afectado significativamente, mientras que sobre Trichoderma sp. se observd un
efecto inhibitorio de la formacion de conidios en las concentraciones mas altas.

En cuanto a los fungicidas, se observd que difenoconazole favorecid la
formacion de esclerocios de S. minor a medida que aumentaba su concentracion,
mientras que con tebuconazole, flusilazole y carbendazim+epoxiconazole hubo escasa
formacién de aquellos en la concentracion mas baja y alta eficiencia fungicida en las
restantes de estas. También se observé que S. rolfsii fue afectado notablemente por
tebuconazole y difenoconazole y que flusilazole y carbendazim+epoxiconazole lo afectd
negativamente solo en las concentraciones mas altas. Ademas la formacion de conidios
de Trichoderma sp. fue afectada por todos lo fungicidas, sobretodo por
carbendazim+epoxiconazole.

A través del analisis de los estudios realizados se infirié que los agrogquimicos
(fertilizantes, herbicidas y fungicidas) empleados en el sistema productivo manisero de
Coérdoba, pueden haber favorecido el incremento del “tizon” (Sclerotinia minor) y del
“marchitamiento” (Sclerotium rolfsii) del mani desde comienzos de la década de "90.

Con el objetivo de lograr un control integrado de estas enfermedades y de
acuerdo a los resultados obtenidos, se podria sugerir la aplicacion de urea (en sus dosis
minimas), nitrato de potasio, difenoconazole, acetoclor y pendimetalin.
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Efecto de los agroquimicos usados en el cultivo de mani sobre
Sclerotinia minor Jagger, Sclerotium rolfsii  Sacc. vy
Trichoderma sp.

CAPITULO |

INTRODUCCION

El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) en la provincia de Cérdoba constituye
el 96% de la produccion nacional de mani, siendo el 4% restante producido
principalmente en la provincia de Salta (SAGPYA, 2002).

El mani es la Unica legumbre que florece sobre la tierra y fructifica debajo de la
superficie del suelo. Luego de la polinizacion, los carpéforos o ginecoforos se enlongan
y penetran el suelo para desarrollar el fruto (vaina o caja) horizontalmente entre 1 y 8 cm
de profundidad bajo la superficie. Entre los 60 y 90 dias del ciclo del cultivo, las vainas
ya desarrolladas estan expuestas hasta la cosecha a numerosos problemas patdlogicos,
entomoldgicos y ambientales que causan disminucion en los rendimientos (Csinos y
Bell, 1989).

Una enfermedad ocurre cuando confluyen un hospedante susceptible (planta), un
patdgeno virulento (hongo, bacteria, virus, etc.) y un ambiente favorable, incluyéndose
dentro de este ultimo no solo el clima sino también el hombre y el sistema productivo
por €él desarrollado. Como consecuencia, se alteran una o varias de las funciones de la
planta que desencadenan procesos especificos que caracterizan las enfermedades. Estos
varian considerablemente segin el agente causal y a veces segun la planta misma
(Agrios 1991).

Si bien, en nuestro pais, el cultivo de mani es afectado por diversos patégenos:
(virus, hongos y bacterias) (Marinelli y March, 2002), las mayores pérdidas en la
produccion son causadas por hongos que habitan el suelo, habiendo constituido un serio
problema desde inicio la década del *90.

Segun evaluaciones realizadas en la campafia agricola 2000/01 las pérdidas
estimadas debidas a podredumbre de frutos y debilitamiento de ginecéforos, causadas
por hongos de suelo, fueron estimadas en los 740 kg/ha de granos (March et al., 2001),
las que econdmicamente implican entre 12 y 15 millones de ddlares (Marinelli et al.,

1998; March et al., 2001). Si a ello le agregamos las pérdidas por enfermedades durante



el cultivo (Marinelli et al., 1998), las pérdidas
causadas por hongos del suelo en mani
significan una cifra aproximada que oscila
entre los 25 y 35 millones de dolares anuales.

Entre los hongos patdgenos que se
destacan como agentes causales de estas
pérdidas se encuentran Sclerotinia minor
Jagger y Sclerotium rolfsii Sacc: que originan
las enfermedades del “tizon y
“marchitamiento del mani” respectivamente
(fig. 1y 3).

Estos patogenos pertenecen a dos
grupos taxondmicos diferentes,
Ascomycotina (Sclerotinia sp.) y

Basidiomycotina (S. rolfsii anamorfo de

Corticium rolfsii), sin embargo
epidemioldgicamente poseen un
comportamiento  similar, debido a sus
estructuras de resistencia denominadas escle-
rocios que les permiten perpetuarse en el sue-
lo actuando como in6culo en los afios subsi-
guientes (Frezzi, 1960; Marinelli et al.,1995;

Marinelli et al., 1996; Marinelli et a.l., 2001; F|g 1: Sclerotinia minor: A-Planta
Marinelli y March, 1996; Pereyra y Escande, ~ enferma. B-Esclerocios en ramas.
o ) C-Esclerocios en frutos.

1994; Mitidieri, 1983; Fernandez Valiela,

1979). Ademéas ambos patogenos ocasionan enfermedades monociclicas (Marinelli et al.,
2001; March et al.,1998; Campbell y Madden, 1989), por lo cual aquellos factores
ambientales que contribuyan a modificar el potencial indculo inicial (esclerocios
presentes en el suelo), influirdn en la severidad final de las enfermedades causadas por

ellos.



Fig. 2: A - Trichoderma sp. B — Conidios y
conidioforos.

patdgenos presentes en el suelo y sus antagonistas
(Ware, 1980); sin embargo son escasos los
trabajos referidos a la influencia de los
fertilizantes y herbicidas. Entre los factores
bioldgicos se destacan los biocontroladores como
algunas especies del género Trichoderma (fig. 2)
(Menéndez y Godeas, 1995; Papavizas y Lewis,
1989; Mitidieri, 1986; Mdnaco, 1990).

En los Gltimos 20 afios se han producido
importantes cambios en el sistema productivo
manisero de Argentina, sefialandose entre ellos el

incremento  del uso de  agroquimicos

La sobrevivencia de los esclerocios
es afectada por una serie de factores
fisicos, como humedad,
disponibilidad de O2 y temperatura;
quimicos y bioldgicos. En cuanto a
los factores quimicos se han estudia-
do los efectos colaterales de la

aplicacion de plaguicidas sobre los

especialmente herbicidas, fungicidas y o 3

fertilizantes nitrogenados. (March y Marinelli,
1995).

Fig. 3: Sclerotium rolfsii: A-Planta
enferma. B-Esclerocios en ramas.
C-Esclerocios en frutos.



Herbicidas

El uso de productos agroquimicos es una tecnologia de amplia difusién a nivel
mundial, siendo intensivo en determinados cultivos y con incrementos constantes en

algunos rubros, particularmente en herbicidas. (Bruhel, 1989)

¢ Como interaccionan los herbicidas con el ambiente biotico?

A/A/he/rbicidas\‘

antagonistas — patdgenos «— malezas nitrificadores

S

cultivo

Fig. 4: Efectos directos e indirectos de los herbicidas sobre los componentes de
un patosistema de cultivo. (Lévesque y Rahe, 1992)

Los herbicidas son aplicados a los cultivos con el objetivo primario de controlar
malezas; sin embargo, también pueden afectar las propiedades del suelo, de sus
microorganismos (Alvarez y Rossi, 1993; Alvarez et al.,1994; Haney et al., 2002;
Altman y Campbell, 1977; Reichard et al.1997; Vischetti et al., 2002) y de los cultivos
presentes en él (fig. 4). Estos efectos colaterales pueden resultar en el aumento o
disminucion de la incidencia y severidad de varias enfermedades de los cultivos (Altman

y Campbell, 1977; Altman y Rovira, 1989), a través de mecanismos como:

1) Reduccidn de las defensas estructurales del hospedante

2) Estimulacién del aumento de la secresion de exudados radicales

3) Estimulacién del crecimiento del patdgeno

4) Inhibicion de la microflora competidora con el patégeno potencial (Altman y
Campbell, 1977).



Aumento en la incidencia de una enfermedad

El fenémeno del aumento en la incidencia de algunas enfermedades debido a la
aplicacion de herbicidas no esta restringido a un grupo de patdgenos, de cultivos o de
herbicidas, depende de la interaccion que se produce entre estos tres y el cambio en el
balance bioldgico resultante de esta interaccion. Dicho deshalance es el que activa
algunos de los mecanismos que ocasionan la enfermedad (Katan y Eshell, 1973).

Los factores involucrados en el incremento de una enfermedad son:

a) Estimulacion directa sobre el patdgeno
b) Efecto sobre la relacion entre el patdgeno y otros organismos
c) Alteracion de la virulencia del patégeno

d) Alteracion de la susceptibilidad del hospedante.

a) Estimulacion directa del patégeno:

Consiste en la estimulacion del crecimiento y reproduccion del patdégeno y
consecuentemente la densidad poblacional. Este factor debe ser evaluado a través de
cultivos puros en medios de cultivo liquidos o sélidos o en medio estéril. Los parametros
tenidos en cuenta pueden ser peso de micelio, crecimiento lineal, tamafio o zona de
inhibicién alrededor del disco de papel con herbicida, actividad fisioldgica (nutrientes,

metabolitos, respiracion, etc.) y reproduccién como cantidad de conidios o esclerocios.

b) Efecto sobre la relacién entre el patdgeno y otros organismos:

Los organismos antagonistas de los patdgenos son muy comunes en el suelo. El
fendmeno del antagonismo es el principal motivo por el cual la patogenicidad disminuye
en suelos naturales respecto de los estériles. Los posibles mecanismos de antagonismo en
el suelo son competencia por los nutrientes, oxigeno y otros requerimientos comunes,
liberacion de productos toxicos para los patogenos (antibioticos) y parasitismo directo o

predacion.

El efecto sobre la virulencia del patdgeno (c) y la susceptibilidad del hospedante
(d) fueron factores no considerados en este trabajo.



Disminucion de la incidencia de una enfermedad
Los mecanismos que causan la disminucion de una enfermedad son el resultado
de la accion opuesta de uno o todos los que la incrementan, tratados previamente (Katan

y Eshell, 1973). Los mecanismos relacionados son:

a) Toxicidad directa sobre el patégeno
b) Alteracion de la resistencia del hospedante

c) Efecto sobre la relacion entre el patdgeno y otros organismos.

Estudios realizados por Porter y Rud (1980), demostraron que S. minor fue
suprimido por herbicidas dinitrofenoles como dyanap y dinoseb, al que controlaron
cuando fueron aplicados a la postemergencia. En este momento el mani se encontraba en
activo crecimiento, lo que permitié que el herbicida permaneciera méas tiempo en la
superficie del suelo. La persistencia prolongada redujo la volatilidad vy
fotodescomposicion.

Altman (1969), prob6 25 herbicidas de amplio uso, los cuales estimularon el
crecimiento de R. solani in vitro, no determinandose como el hongo utiliz6 los herbicidas
como fuente de energia.

Resultados obtenidos por Curl y Funderburk (1965), a través de estudios in vitro,
indicaron que la atrazina inhibia el crecimiento de S. rolfsii a medida que se incrementa
su concentracion en el medio de cultivo. Ademas también influy6 sobre la esporulacion
de Trichoderma viride en ensayos de campo.

En 1973 Neubauer y Avizohar-Hershenson concluyeron que la trifluralina
incremento la susceptibilidad del algodon a R. solani y la actividad saprofitica de los
hongos de suelo. Teasdale et al. en 1978 observaron que trifluralina era el mas
perjudicial de las dinitroanilinas para la planta de arveja.

Trabajos realizados previamente (Altman y Campbell, 1977) demostraron que la
aplicacion de S-etil tiocarbamato (EPTC) aumentd el desarrollo de la enfermedad
causada sobre trebol blanco y algodon causado por S. rolfsii, promoviendo también su
crecimiento en cultivo en medio liquido. Ademéas causé la transformacion de
Trichoderma viride en patogénico, el cual se comporta habitualmente como saprofito en
suelo.

De acuerdo a Johnson et al. (1994), el uso de herbicidas de presiembra o

preemergencia en mani incremento, en algunos casos, las pérdidas debidas a S. rolfsii,
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mientras que las de S. minor fueron suprimidas por dinoseb.

Para explicar las causas del efecto inductor de algunos herbicidas se han
propuesto diversas hipétesis, como: mejor utilizacion del azlcar -no debido al carbono y
nitrégeno suplementario-, prevencién de la formacion de auto-inhibidores producidos

por el hongo o utilizacion del herbicida como fuente de energia (Katan y Eshell, 1973).

Fertilizantes nitrogenados

Uno de los cambios producidos en el sistema productivo durante la década
pasada es el creciente empleo de fertilizantes, debido a la demanda de nutrientes
asociada al uso intensivo del suelo y a los mayores rendimientos logrados (Darwich,
1994). Informacion aportada por el Instituto Argentino de Sanidad y Calidad Animal y
Vegetal (IASCAV) indicd que en el periodo 1989-94 la importacion de fertilizantes
como Urea, Nitrato de Amonio y Fosfato diamdnico aumentaron 2, 10 y 4 veces
respectivamente (Stella, 1995). Actualmente, los datos suministrados por la Cémara
Industrial de Fertilizantes y Agroquimicos (CIAFA, 2002) y Secretaria de Agricultura
Ganaderia, Pesca y Alimentacion (SAGP y A, 2002) indicaron que de las 29.185.000 ha
de area sembradas con los principales cultivos (cereales y oleaginoasas), 8.405.000 ha se
encuentran tratadas con fertilizantes nitrogenados y mezclas de Nitrégeno, Fosforo y
Potasio (NPK).

En el area agricola de Cérdoba las préacticas culturales como incorporacién de
rastrojo y la rotacion de cultivo, ademas de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados
son frecuentes. Si bien estas practicas se llevan a cabo con el objetivo primario de
mantener la sustentabilidad del suelo y aumentar la produccion, favorecen también el
incremento de los biocontroladores, contribuyendo con ello a controlar diversas
enfermedades por hongos de suelo. Ademas, numerosos investigadores han evaluado y
discutido acerca de la influencia de la fertilizacion nitrogenada, organica e inorganica,
sobre las enfermedades (Leach y Davey, 1935; Reinersten et al., 1984; Lazarovits,
2001; Lakpale et al., 1995; Basu y Sen Gupta, 1996; Dubey, 1959; Huber y Watson,
1970; Thakur y Mukhopadhyay, 1972; Bicici et al., 1994; Huber y Watson, 1974;
Huber, 1990; Huber, 1997).

En el caso particular del mani, se aconseja rotaciones con maiz y sorgo (Godoy y
Giandana, 1982; Pietrarelli, 1986). Las préacticas culturales se limitan generalmente a

una alternancia anual, con lo que epidemioldgicamente las enfermedades causadas por
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hongos de suelo en este cultivo, se comportan como si se tratara de un monocultivo.
Consecuentemente se produce la convergencia de condiciones ambientales favorables,
presencia casi permanente de un hospedante susceptible debido a la presencia
generalizada de plantas “guachas” de mani en el maiz de la rotacién, y hongos
patdgenos de suelo que se perpettan. En efecto, teniendo en cuenta que el periodo de
supervivencia de los esclerocios (indculo) de S. rolfsii 0o S. minor supera al de las
rotaciones anuales o incluso bienales, se asegura su perpetuacion formandose un
triangulo de enfermedad conducente a frecuentes epidemias. EI maiz con el que se
realiza la rotacion estd generalizado el empleo de fertilizantes nitrogenados, lo que

introduce un factor externo al patosistema.

Ciclo del nitrégeno

El ciclo del nitrogeno representa uno de los ciclos de nutrientes mas importantes
en el ecosistema terrestre (fig. 5). Es usado por los organismos vivos para producir
numerosas moléculas organicas complejas, como aminoacidos, proteinas y acidos
nucleicos.

Su mayor lugar de almacenamiento es la atmdsfera, donde existe en estado
gaseoso (principalmente N2). Otro "gran almacén™ es la materia organica en suelo y el
océano. A pesar de su abundancia en la atmdsfera es a menudo el nutriente mas limitante
para el crecimiento de la planta, ya que solamente es asimilado como i6n amonio (NH4")
0 i6n nitrato (NO3").
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Fig. 5: Ciclo del nitrégeno en el ecosistema. (Pidwirny, 2002)
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Las plantas toman principalmente nitrato inorganico de la solucion del suelo. Los
animales reciben el nitrégeno por la ingesta de dichas plantas. Finalmente el nitrégeno es
convertido nuevamente en sus formas inorganicas cuando reingresa al ciclo
biogeoquimico por accion de los descomponedores, que se encuentran en la capa
superficial del suelo, las que modifican quimicamente el nitrdgeno que se encuentra en la
materia organica y lo transforman en sales de NH4*, este proceso se denomina
mineralizacion y es llevado a cabo por bacterias, actinomicetes y hongos (Pidwirny,
2002).

El i6n amonio (NH4") cargado positivamente, normalmente esta adsorbido a la
superficie de las particulas de arcilla, coloides del suelo. Es liberado de éstas por
intercambio catidnico y transformado en su mayoria a nitrito (NO27) y luego a NO3™ por
las bacterias Nitrosomonas Yy Nitrobacter respectivamente. Ambos procesos se
denominan nitrificacion.

El NOs~ muy soluble en agua, se pierde con facilidad en el sistema hidrico,
fluyendo hasta llegar a rios, lagos y océanos, desde alli es retornado a la atmosfera por la
denitrificacion.

La denitrificacion involucra una conversion bacteriana de NOs™ a NO2", 0xido
nitrico (NO), o6xido nitroso (N20) y dinitrégeno (N2) que difunde a la atmdsfera. Es
realizado predominantemente por bacterias heterdtrofas anaerobias facultativas, como
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Ocurre comUnmente en suelos con anaerobiosis
(Pidwirny, 2002; Chagedor, 1998; Kasica, 2002).

Para la interaccion paréasito-hospedante no hay ningiin modelo fisiolégico simple.
Un amplio rango de interacciones esta involucrado, siendo generalmente la forma
nitrogenada disponible para el patdgeno o el hospedante, la que afecta la severidad de la
enfermedad o la resistencia a la misma, mas que la cantidad de nitrégeno (Huber y
Watson, 1974).

Leach y Davey (1935) sefalaron la toxicidad del (NH,),SO, y NH,H,PO, a pH

alto (7;8) atribuyendoselo al efecto toxico de la liberacion de NHs. Algo similar ocurrio
al aplicar urea (Chun y Lockwood, 1985; Tsao y Oster, 1981, Henis y Chet, 1967;
Lazarovits, 2001 ), ya que tambien se liber6 NH3 como producto de la hidrolisis inicial.
Sin embargo en investigaciones realizadas con S. rolfsii, la predominancia de
NH4* a pH maés bajos (6,0), que es relativamente no téxico para éste hongo, result6 en

una baja inhibicion de la germinacion de esclerocios (Punja et al.1982).
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Madan y Thinn (1998) afirman que no todas las fuentes de nitrégeno son
igualmente aprovechables por los diferentes organismos. No hay una cantidad éptima de
demanda de nitrégeno para un aislamiento, esta depende del suministro de carbono en
primera instancia.

Por su parte Huber y Watson (1974) reportaron que la disponibilidad de carbono
y la forma nitrogenada influyen en el nivel de descomposicion de la materia organica. La
descomposicion del rastrojo es mas rapida en presencia de NHs*que en la de NOg,
probablemente porque induce el incremento de la actividad microbiana y la induccion de
enzimas de maceracion extracelular. Enfermedades causadas por Fusarium, Rhizoctonia,
Aphanomyces, Cercosporella, Poria y Armillaria pueden ser reducidas por NOz™ y
aumentada por NH4". Inversamente ocurre con las causadas por Ophiobolus, Diplodia,
Pythium y Streptomyces (Huber y Watson, 1974)

Segun Punja (1989), los mecanismos por los cuales los fertilizantes nitrogenados
reducen la enfermedad causada por S. rolfsii se dividen en directos e indirectos

1) Directos a) Efecto sobre el patdgeno.
b) Efecto sobre el crecimiento de la microflora del suelo, por la

cual la actividad del patégeno se reduce.

2) Indirectos a) Efecto sobre la susceptibilidad del hospedante.

b) Efecto de predisposicion del patdgeno hacia el antagonista.

Los cultivos son fertilizados para obtener productividad y calidad, los efectos de
estos se transforman en un tema que debe ser considerado. Actualmente los productos
comercializados que estabilizan la forma de nitrégeno hacen posible el control de las

enfermedades y mejora de la nutricion del cultivo (Huber y Watson 1974)

Fungicidas

Datos obtenidos por la CIAFA (CIAFA, 2002) estimaron que 712.000 ha de
superficie son tratadas con fungicidas. De este total segun la SAGyP (2002) hasta el 15
de febrero del 2002, se han implantado 225.000 ha de mani, las que son tratadas
rutinariamente con fungicidas para el control de “la viruela del mani”, por no existir

hasta el momento variedades de cultivo resistentes a los patégenos que la originan.
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Muchos fungicidas e insecticidas con alta actividad biol6gica afectan organismos
“no especificos” provocando efectos no deseados, como induccion de nuevas
enfermedades o el incremento de las recientemente introducidas (Tronsmo, 1989).

La razon de este incremento a través del uso de proteccién quimica, también
Ilamado “enfermedades iatrogénicas”, no es bien conocido. No obstante algunos casos de
severidad incrementada ha sido documentado como consecuencia de disturbios de los
antagonistas naturales como Trichoderma viride, un antagonista de patégenos de raiz
(Baker y Cook 1982, Tronsmo, 1989).

En efecto, la aplicacién de benomil a mani (indicado para la viruela) incremento
la “podredumbre del tallo” causada por S. rolfsii (Backman et al,.1975). Ademas, ensayos
realizados por Porter (1980) demostraron que hubo un incremento en la severidad del
tizon (S. minor) en mani tratado con captafol, similar a lo ocasionado por clorotalonil.
Esto lo llevé a suponer que hubo un desbalance en el ecosistema microbioldgico bajo la
densa canopia de mani, lo que favorecio el crecimiento de S. minor, esto significa que
fungicidas de amplio espectro pueden alterar el ecosistema en favor de los patogenos “no
especifico”.

En el presente trabajo se estudiaron los agroquimicos histéricamente aplicados y
los empleados en la actualidad en el cultivo de mani, como posible factor causal del
incremento de las enfermedades causadas por S. rolfsii y S. minor en los ultimos afios.
Ademas de acuerdo al efecto observado sobre estos patdgenos y uno de sus antagonistas,
Trichoderma sp., se seleccionaron los agrogquimicos ecoldgicamente recomendables

desde el punto de vista del control integrado para su empleo en el futuro.

HIPOTESIS
Los fertilizantes nitrogenados, herbicidas y fungicidas aplicados al cultivo de mani
influyen sobre el potencial indculo de hongos patdgenos presentes en el suelo y sus

antagonistas.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto in vitro de fertilizantes nitrogenados, herbicidas y fungicidas aplicados
al cultivo de mani sobre Sclerotinia minor Jagger, Sclerotium rolfsii Sacc. y

Trichoderma sp.



1)

2)

3)

4)

5)
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analizar el efecto de los agroquimicos evaluados sobre S. rolfsii y S. minor a través
de técnicas de cultivo in vitro, midiendo cantidad de esclerocios producidos (niUmero
y peso) a distintas concentraciones de aquellos.
Analizar el efecto de los agroquimicos evaluados sobre Trichoderma sp. a través de
técnicas de cultivo in vitro, midiendo cantidad de conidios e incremento del diametro
de colonia a distintas concentraciones de los agroquimicos.
Estudiar el efecto de distintas fuentes de nitrogeno a traveés de los ensayos
nutricionales in vitro sobre Trichoderma sp., S. rolfsii y S. minor evaluando la
produccion de sus estructuras de reproduccion.
Correlacionar los resultados obtenidos en los ensayos de fertililizantes nitrogenados
con los estudios nutricionales.
Sugerir los agroquimicos méas convenientes para la aplicacién a campo de acuerdo a

los resultados obtenidos, siguiendo un criterio de control integrado.



CAPITULO II

MATERIALES Y
METODOS




17

CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Herbicidas
Los medios de cultivo se prepararon utilizando las formulaciones comerciales de

los herbicidas imazetapir (Pivot 10%), trifluralina (Treflan 48%), pendimetalin
(Herbadox 33%), acetoclor (Acetoclor 90%), metolacloro (Metolacloro 96%) y una
combinacion de imazetapir + acetoclor, frecuentemente utilizada como “mezcla de
tanque” por los agricultores del area manisera de Cordoba. Las dosis de campo son las

recomendadas por la Guia de Productos Fitosanitarios (1995) (tabla 1).

Tabla 1. Herbicidas usados en el cultivo de mani y dosis recomendadas a campo.

. ., Dosis recomendadas
Herbicidas Concentracion

cmi/ha
Trifluralina (48%) 1500
Pendimetalin (33%) 1500
Metolacloro (96%) 1500
Imazetapir (10%) 1000
Acetoclor (90%) 1500
Imaz.+Acet. (Combinacion 1) (10+90%) 600+600
Imaz.+Acet. (Combinacion 2) (10+90%) 600+900

Para evaluar in vitro concentraciones de estos herbicidas que se correlacionen
con las dosis utilizadas a campo, se equiparo la dosis de aplicacion comercial para la
superficie a sembrar (cm®/ha) con la correspondiente a una caja de Petri de 9cm de
diametro (0,00636m?), agregandose entonces la cantidad proporcional.

Como en general la lixiviacion natural del agua y la degradacion fisico-quimica
y bioldgica de los agroquimicos en el suelo causan la disminucién gradual de la
concentracion de estos en el perfil del suelo, el rango de concentraciones evaluadas para
los herbicidas incluyé dosis superiores e inferiores a la equivalente de campo.

Los medios de cultivo consistieron en agar papa dextrosa (APG Difco), 39 g/l
méas 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 ml/l de cada herbicida solo (tabla 2); dos mezclas de
herbicidas imazetapir+acetoclor: 0,025/0,025ml/I (1:1) y 0,025/0,0375ml/I (1:1,5) (tabla

3). (Sezgin, E. 1978); y sus respectivos controles.
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Tabla 2. Equivalencia entre las dosis de herbicidas aplicados en el cultivo de mani
segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de cultivo in vitro.

Concentracion de herbicida

Tratamiento Medio de cultivo _
T herbicidar Equivalente
Solucion comercial I-a herbicica campo
(mg/l) (cm3ha)
mi/l  ulcajaPetri  Trif. Pend. Metol. Imaz. Acet.
Control 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0
A 0,01 0,15 00048 0,0033 0,0096 0,001 0,009 250
B 0,025 0,38 0,012 0,0082 0,024 0,0025 0,022 600
C 0,05 0,76 0,024 0,0165 0,048 0,0050 0,045 1200
D 0,1 1,52 0,048 0,033 0,096 0,01 0,09 2400

* . a. : Ingrediente activo

Tabla 3. Equivalencia entre las dosis de mezclas de herbicidas imazetapir+acetoclor
aplicada en el cultivo de mani segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y
medio de cultivo in vitro.

Concentracion de mezcla de herbicidas

Tratamiento Medio de cultivo Equivalente
Solucién comercial i.a. herbicida ** campo
ml/l ul/caja Petri (mg/l) (cm*ha)
Mezcla 1 *
(1:1) 0,025+0,025  0,38+0,38 0,0025/0,022 600+600
M‘Zicl'as )2 . 0025+00875  0,38+057  0,0025/0,033  600+900

*1:1y 1:1,5 significa la relacion de volumen de imazetapir:acetoclor
** 1. a. : Ingrediente activo

Para la preparacion de los
medios de cultivo se esterilizaron 200
ml de APG (pH 5,5) en frascos de 300
ml a 121°C durante 20 minutos, y se
dejaron entibiar en placa de agitacion
magnética hasta alcanzar los 40°C,
momento en el cual se le agregd el
herbicida previamente esterilizado.
(Bozart 'y Tweedy, 1971). La

esterilizacion se llevo a cabo filtrando 10 F|g 6. Ultrafiltracion de agroqufmicosl
ml de una dilucion 1/10 con ultrafiltros
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de 0,2 um (Nalgene). El filtrado se mantuvo en un frasco estéril hasta ser agregado al
medio (fig. 6).

Para evitar la dispersion de gases
toxicos al laboratorio por manipulacion de los
productos quimicos, se trabajo bajo campana
de extraccion de gases con flujo de aire estéril
mientras fueron diluidos y esterilizados por
filtracion en condiciones de esterilidad. Este
procedimiento fue realizado al momento de
elaborar cada medio de cultivo, puesto que
algunos compuestos agroquimicos cambian su
estructura molecular al ser disueltos en agua,
lo que puede alterar su eficiencia 0 modo de
accion a nivel celular. Los medios se

fraccionaron colocando 15 ml por caja de

Petri de 9 cm de diametro (fig. 7).
Para los herbicidas volatiles laincuba-  Fig. 7: Fraccionado de medios de
cion se efectud separadamente, colocando los— Cultivo en campana de extraccion de
) ) ) gases con flujo de aire esteril.
cultivos de cada tratamiento dentro de cajas
plasticas herméticamente cerradas.
Los controles consistieron en APG sin herbicida. Los ensayos tuvieron de 3 a 12

repeticiones por tratamiento.

Fertilizantes nitrogenados

Se analizé el efecto de los fertilizantes nitrogenados aplicados al suelo en el
cultivo de maiz, por ser este el cultivo méas frecuentemente utilizado en rotaciones con
mani, en el cual se aplican estos agroquimicos.

Los fertilizantes evaluados fueron urea (H2NCONH,), fosfato diamdnico
(NH4)2HPOys), nitrato de amonio (NH4NOs3) y nitrato de potasio (KNO3).

Las dosis recomendadas a campo de NHsNO3 y (NH4)2HPO4 son las sugeridas
en la Guia Practica de Cultivo de Maiz (1997) para la zona pampeana oeste (INTA-
Cambio Rural); y las de H-NCONH2 y KNOs por el Area de Suelos de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto para la aplicacion de los fertilizantes comerciales Urea (48 %
N) y Arrancador (26 % N) (tabla 4).
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Tabla 4. Fertilizantes nitrogenados y dosis recomendadas en el cultivo
de maiz segun superficie de campo.

Fertilizantes Dosis recomendada
nitrogenado kg N/ha

S

H2NCONH: 57,6 (120 kg urea/ha)
(Urea 48%N)

(NH4)2POa4 40
NHsNO3 40

KNO3 26 (100 kg/ha)
(Arrancador

26%N)

Para obtener equivalencias entre el rango de concentraciones de los fertilizantes
nitrogenados evaluados in vitro y las dosis recomendadas para a campo, los célculos se
realizaron de la misma forma que para los herbicidas.

Los medios de cultivo consistieron en 39 g/l de APG méas 0,1; 1; 2,5; 5y 7,5 de
H2NCONH>,, NH4sNOs y KNOs, y 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 5y 7,5 g/l de (NH4)2HPO4
(Tablas 5, 6, 7 y 8), ya que inicialmente se observé un marcado pico de produccion de
esclerocios entre las concentraciones 0,1y 2,5 de este ultimo (tablas 5, 6, 7 y 8).

Se calcul6 el contenido de C/N de los medio asumiendo que APG contiene 20 g
de sacarosa y menos de 2 g de proteinas y oligopéptidos por litro de medio, de lo que
surge una relacion C/N de 8,4/0,25 (Gonzélez, R. 2003, comunic. pers.). Para cada
tratamiento se sumd el nitrogeno aportado por el fertilizante nitrogenado al del medio
base.

Los medios se prepararon segun se describid para los herbicidas.
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Tabla 5. Equivalencias entre las dosis de H-2NCONHz aplicadas al cultivo de maiz
segun superficie de campo, superficie de caja ade Petri y medio de cultivo in vitro.

Tratamiento

Concentracion de HNCONH:

Medio de cultivo Equivalente
ol geaja g CIN  (kg/ha te N)
Control 0,0 0,0 0,25 33,6 0,0
A 0,1 1,5x10% 0,296 28,3 2,3
B 1,0 1,5 x 107 0,71 11,8 23
C 2,5 0,0375 1,4 6,0 57,5
D 5,0 0,075 2,55 3,29 115
E 7,5 0,1125 3,7 2,27 1725

Nota: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo.

Tabla 6. Equivalencia entre las dosis de (NH4)2PO4 aplicadas al cultivo de maiz segun
superficie de campo, superficie de caja ade Petri y medio de cultivo in vitro.

Tratamiento

Concentracion de (NH4)2PO4

Medio de cultivo Equivalente

gl geaja g CIN  (kgiha de N)
Control 0,0 0,0 0,25 33,6 0,0
A 0,1 1,5x 103 0,271 30,9 0,49
AB 0,5 75x10°  0,0355 23,6 2,45
B 1,0 1,5 x 10 0,46 18,2 4,99
BC 15 225x102 0,565 14,8 7,35
C 2,5 0,0375 0,77 10,9 12,47
D 5,0 0,075 1,3 6,42 24,94
E 7,5 0,1125 1,82 4,61 37,41

Nota: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo
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Tabla 7. Equivalencia entre las dosis de NO3NH; aplicadas al cultivo de maiz segun

superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de cultivo in vitro

Tratamiento

Concentracion de NH4NO3

Medio de cultivo Equivalente
ol geaja g CIN  (kg/ha te N)
Control 0,0 0,0 0,25 33,6 0,0
A 0,1 1,5x10% 0,285 29,4 0,8
B 1,0 1,5 x 107 0,6 14,0 8,0
C 2,5 0,0375 1,12 7,5 20
D 5,0 0,075 2,0 4,2 40
E 7,5 0,1125 2,87 2,9 60

Nota: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo

Tabla 8. Equivalencia entre las dosis de KNO3z aplicadas al cultivo de maiz segln

superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de cultivo in vitro

Tratamiento

Concentracion de KNO3

Medio de cultivo Equivalente
gl geaja g CIN  (kgiha de N)
Control 0,0 0,0 0,25 33,6 0,0
A 0,1 1,5x10°% 0,263 31,9 0,34
B 1,0 1,5 x 10 0,38 22,1 3,38
C 2,5 0,0375 0,575 14,6 8,46
D 5,0 0,075 0,9 9,3 16,8
E 7,5 0,1125 1,225 6,8 25,4

Nota: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo
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Fungicidas

Se evaluo el efecto de los fungicidas aplicados al follaje para el control de la
viruela del mani causada por (Cercospora arachidicola y Cercosporidium personatum):
Tebuconazole (Folicur 25%), Difenoconazole (Bogard 25%), Flusilazole (Winner 40%)
y Carbendazim+Epoxiconazol (Duett 12,5%). Las dosis de campo son las
recomendadas por la Guia de Productos Fitosanitarios (2001) (tabla 9)

Tabla 9. Fungicidas usados en el cultivo de mani y dosis recomendadas a campo

Dosis recomendadas

Fungicidas Concentracion (cm¥ha)
Tebuconazole 25% 750
Difenoconazole 25% 300-400
Flusilazole 40% 150
Carbendazim+Epoxiconazole 12,5% 750

Al igual que para herbicidas y fertilizantes, el rango de concentraciones
evaluado en el laboratorio se determino correlacionando la dosis de aplicacion a campo
(cm3/ha) con la cantidad suficiente para (c.s.p) la superficie de una caja de Petri (tablas
10, 11, 12 y 13). Dada las diferentes dosis recomendadas para el control de la viruela,
cada fungicida tuvo su propio rango de concentraciones (tablas 10, 11, 12 y 13).

Tabla 10. Equivalencia entre las dosis de tebuconazole aplicados para el control de la
viruela del mani, segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de
cultivo in vitro.

Concentracion de tebuconazole

Tratamiento Medio de cultivo Equivalente
Solucion comercial i. a. fungicida campo
mi/l ul/caja Petri (mg/l) (cm?/ha)
Control 0,0 0,0 0,0 0,0

A 0,01 0,15 0,0025 250

B 0,02 0,31 0,005 500

C 0,03 0,47 0,0075 750

D 0,04 0,62 0,01 1000

Note: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo
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Tabla 11. Equivalencia entre las dosis de difenoconazole aplicados para el control de la
viruela del mani, segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de
cultivo in vitro.

Concentracion de difenoconazole

Tratamiento Medio de cultivo Equivalente
Solucion comercial i. a. fungicida campo
ml/I ul/caja Petri (mg/l) (cm¥/ha)
Control 0,0 0,0 0,0 0,0
A 0,005 0,078 0,0012 125
B 0,01 0,15 0,0025 250
C 0,02 0,31 0,005 500
D 0,03 0,47 0,0075 750

Note: Los valores en rojo corresponden a la concentracion de la dosis de campo

Tabla 12. Equivalencia entre las dosis de flusilazole aplicados para el control de la
viruela del mani, segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y medio de
cultivo in vitro.

Concentracion de flusilazole

Tratamiento Medio de cultivo Equivalente
Solucion comercial i. a fungicida campo
mi/l ul/caja Petri (mg/l) (cm?/ha)
Control 0,0 0,0 0,0 0,0
A 0,002 0,03 4 x 10-* 50
B 0,004 0,06 8 x 10-* 100
C 0,006 0,09 1,2 x 10-3 150
D 0,008 0,12 1,6 x 10-* 200

Note: Los valores destacados corresponden a la concentracidon de la dosis de campo
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Tabla 13. Equivalencia entre las dosis de carbendazim+epoxiconazole aplicados para el
control de la viruela del mani, segun superficie de campo, superficie de caja de Petri y
medio de cultivo in vitro.

Concentracién de carbendazim+epoxiconazole

Tratamiento Medio de cultivo Equivalente
Solucion comercial i. a fungicida campo
mi/l ul/caja Petri (mg/l) (cm?/ha)
Control 0,0 0,0 0,0 0,0

A 0,01 0,15 0,0012 250

B 0,02 0,31 0,0025 500

C 0,03 0,47 0,0037 750

D 0,04 0,62 0,0054 1000

Nota: Los valores destacados corresponden a la concentracion de la dosis de campo

Asimilacion de nitrégeno

Con el objetivo de identificar al compuesto nitrogenado asimilado mas
eficientemente para el crecimiento de las especies fungicas de este estudio, se probd la
base mineral de Murashige Skoog (MS) sin N, con la fuente de carbono y suplementada
con distintas fuentes de nitrégeno (tabla 14).

Las fuentes de nitrogeno evaluadas fueron nitrato, amonio y urea empleando
(NH4)2PO4; KNOs y HoNCONH>. También se evalud nitrogeno orgéanico adicionando
caseina y tripteina en medios diferentes segun se indica para Rhizobium TY (Bering,
1974) y en Medio para hongos (Merck 1982) respectivamente, cuyos contenidos de
nitrégeno coincidian aproximadamente con el requerimiento estimado para los
experimentos (tabla 14).

La relacion C/N necesaria en los medios de cultivo se calcul6 teniendo en cuenta
el aporte de N de los componentes agregados.

Los organismos de suelo poseen una relacion C:N entre 5:1 a 8:1, si la mayoria
de las células microbianas contienen 45% de C, esto representa un contenido de
nitrégeno entre 9y 6 % (Paul y Clark, 1989).

Asumiendo una relacion C/N de 6:1, el nitrégeno requerido para asimilar la
fuente de carbono agregada por litro de medio de cultivo fue 0,63 gN/I.

Los medios fueron ajustados a pH 5,6 + 0,1, esterilizados durante 15 min. a
121°C, excepto el suplemtantado con HoNCONH: y la que se agregé esterilizada por

filtracion. Se fraccionaron a razon de 10 ml por caja de Petri.
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Tabla 14. Ensayo de fuentes de nitrdgeno.

Concentracion de compuesto

Composicion nitrogenado

: Fuente de -
medlp de nitrégeno Caja de Petri MEd'.O de
cultivo Base (g/caja) cultivo

o g/’
1 MS sin N tripteina 0,075 5
2 MS sin N caseina 0,075 5
3 MS sin N (NH4)2PO4 0,0299 2,99
4 MS sin N KNO3 0,0476 4,76
5 MS sin N H,NCONH: 0,0141 1,41
; MSL { NH4NOs 0,165 16,5
KNO3 0,19 19
7 MS sin N -- -- --
8 Control? -- -- --
9 APG3 - - -

1: Agar Murashige & Skoog.

2: Agar agua destilada.

3: Agar papa glucosado.

4: La cantidad de compuesto nitrogenado agregado corresponde a 0,63 g N/I.

Sclerotinia minor

Origen del aislamiento

Los primeros esclerocios se obtuvieron de plantas de mani afectadas por tizén en
un cultivo experimental destinado al manejo de esta enfermedad. A fin de realizar los
estudios a partir de aislamientos con idénticas caracteristicas genéticas, se obtuvieron

esclerocios en laboratorio partiendo de los provenientes de dichas plantas enfermas.

Obtencidn de cepas genéticamente homogéneas

Cinco esclerocios obtenidos de las plantas de campo afectadas por tizon, fueron
esterilizados con una solucién comercial de hipoclorito de sodio al 5% (55gr/Cl activo)
durante un minuto, se lavaron tres veces con agua destilada estéril, sesmbraron en una
caja de Petri de 9 cm de diametro conteniendo 15 ml de APG, e incubaron en oscuridad
a 21°C. Cuando la colonia desarrollada alcanz6 2 cm de diametro aproximadamente, de

una sola de ellas se tomaron discos de agar con micelio de 0,5 cm y se transfirieron a
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cajas de Petri con 15 ml de APG, e incubaron en oscuridad a 21°C. Cuando se
obtuvieron los nuevos esclerocios se recolectaron y conservaron a 4°C hasta su

utilizacion.

Obtencion del micelio para los tratamientos

A partir de los esclerocios genéticamente homogéneos, multiplicados en el
laboratorio, se obtuvieron colonias desarrolladas sobre APG. Cuando esta midié 2 cm
de diametro aproximadamente, se tomaron discos de agar de 0,5 cm. El micelio
obtenido se transfirio a cajas de Petri con 15 ml de APG para obtener colonias para los
experimentos.

A fin de evitar la posible induccién de variaciones genéticas generadas por los
sucesivos repiques in vitro, se realizaron como méaximo cuatro transferencias desde que
los esclerocios fuerontraidos del campo hasta el momento de la siembra en los medios

diferenciales.

Siembra en medio de cultivo con agroquimicos

En el centro de cada caja de Petri utilizada en las
distintas evaluaciones, se sembraron discos de agar de
0,5 cm de didmetro extraidos de la zona de activo
crecimiento de colonias madres de 4-5 dias de edad.

Las cajas se sellaron con film parafinado
(Parafilm) e incubaron a 21°C en oscuridad durante 22
dias. Durante los primeros 15 dias las cajas estuvieron
selladas con el film, siguiendo un periodo de 7 dias sin

el film para favorecer la formacién de esclerocios.

Produccidn de esclerocios
Los esclerocios producidos fueron recolectados
por raspado superficial del medio y mantenidos a

temperatura del laboratorio (20-25°C) durante su

deshidratacion (fig. 8).
Como los esclerocios tenian forma y tamafio Fig. 8. Recoleccion de esclerocios
irregular (entre 0,5-5mm de diametro) y a veces se

agregaron, su produccién se conservaron en sobres de papel sulfito a 4°C.
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Prueba de viabilidad

Los esclerocios de cada
tratamiento fueron esterilizados con
hipoclorito de sodio comercial
(55gr/Cl activo) al 3% durante un
minuto y lavados dos veces con agua
destilada a estéril empleando un

equipo de filtracion Millipore vy

bomba de vacio para la extraccién del

agua (fig. 9).

Fig. 9. Equipo de filtracion empleado para
Los esclerocios obtenidos se esterilizar los esclerocios previo al ensayo de
viabilidad

sembraron a razén de 12 y 18 esclero-

cios por repeticion en cajas de Petri de 9 cm con 10 ml de agar-agua, se sellaron con
film parafinado e incubaron a 21°C en posicion invertida. De esta manera las hifas
crecen hacia la tapa de la caja facilitando la evaluacién de la viabilidad a los siete dias

de incubacion.

Sclerotium rolfsii

Origen del aislamiento

Los primeros esclerocios se obtuvieron desde plantas de mani afectadas por
marchitamiento en un cultivo experimental destinado al manejo de esta enfermedad.

A fin de realizar los estudios sobre aislamientos con idénticas caracteristicas
genéticas, se obtuvieron esclerocios en laboratorio a partir de un esclerocio de campo.

La metodologia seguida para la obtencion de la cepa genéticamente homogénea
de esclerocios, el micelio para los tratamientos y la siembra en los medios con
agroquimicos, fue la misma que para S. minor, excepto que debido a la sensibilidad de
S. rolfsii a la hipoxia, las cajas de Petri fueron selladas con polietileno termocontractil
(Resinite) el cual permite el intercmabio gaseoso. Ademas los cultivos se incubaron a
28°C.

Prueba de viabilidad
Los esclerocios de cada tratamiento, fueron recolectados y secados a temperatura

ambiente. Luego de esterilizarlos con el mismo procedimiento que para S.minor (fig. 9),
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se sembraron a razon de 10 esclerocios por repeticion, en cajas de Petri con 10 ml de
agar-agua, sellados con polietileno termocontractil (Resinite) e incubados a 28°C. La

evaluacion de viabilidad se realiz6 a los cuatro dias.

Trichoderma sp

Origen del aislamiento

En este estudio se utilizé un aislamiento proveniente del banco de cepas del
Laboratorio de Investigaciones en Micologia de INTA Castelar, cuya accion antagonista
frente a S. rolfsii fue evaluada por Formento (1998).

Para producir cepas genéticamente homogéneas se realizaron cultivos
monosparicos, uno de los cuales fue multiplicado para producir el micelio sembrado en

los medios diferenciales.

Obtencion de cepas genéticamente homogéneas

De las cepas originales evaluadas por Formento, se obtuvieron colonias de las
que se recolectaron los conidios producidos por raspado superficial de esta, empleando
una espatula de Drigalsky. Fueron suspendidos en 10 ml de agua destilada estéril. Con
un ml de la suspensién a una concentracion 1/10 se realiz6 un estriado sobre agar agua
en cajas de Petri, incubandose invertidas a 28°C durante 24 hs.

La extraccién de los conidios germinados se llevd a cabo bajo una lupa
estereoscoOpica, utilizando aguja hipodérmica descartable cuyo extremo fue doblado
manualmente en sentido opuesto al orificio del canal de la misma (teniendo en cuenta
que el filo de las agujas se halla cortado al sesgo). Cada conidio germinado y extraido
fue sembrado sobre APG. La colonia de origen monospérico se conservd hasta su
utilizacion colocando agar con micelio en tubos eppendorfs con glicerol 12% estériles a
-70°C y en APG a 4°C

Obtencidn del micelio para los tratamientos

A partir del micelio desarrollado de los cultivos se formo una colonia sobre
APG, siendo esta la colonia madre del micelio utilizada para las siembras en los
tratamientos.

La siembra sobre medios con agroquimicos fue realizada siguiendo el mismo

procedimiento que para S. rolfsii, excepto que los discos de agar con micelio fueron



30

sembrados sobre el medio de cultivo cubierto por un disco de papel celofan estéril del
mismo diametro que la caja de Petri.

Produccion de conidios

Para recolectar los conidios producidos se agregaron inicialmente 10 ml de
solucién de Powell y Norris (PyN) sobre la colonia desarrollada: formalina 0,5%, punta
de espatula cada 100 ml de Sodio dodecil sulfato (SDS) a pH 7,2-7,4 (Erhardt, 1981) y
se barrio la superficie del medio con espatula de Drigalski. La supension obtenida fue
filtrada a través de una gasa doble capa. Para lavar el pellet retenido por la gasa y la
superficie del medio se utlizaron otros 20 ml de la solucion PyN.

Se colocd 1 ml de cada suspension filtrada en tubos Eppendorf estériles y se
realizaron diluciones seriadas hasta 1/100, las que fueron utilizadas para el recuento en

camara de Neubauer a microscopio optico.

Cuantificacion de conidios en camara de Neubauer

Se transfirié una pequefa cantidad de la suspensién diluida mediante una pipeta
Pasteur, tocando el borde del cubreobjeto hasta llenar cada cAmara de Neubauer.

El conteo se inicié en una de las camaras, contando los conidios presentes en
todas las celdillas de una cuadricula de triple linea (1 mm), repitiéndose el
procedimiento en las cuatro esquinas y el centro. En la periferia de las cuadricula se
contaron aquellos conidios que tocaban la linea media de los bordes superior e izquierdo
y no los de los bordes inferior y derecho (Sigma Catalogue, 1994; Lecuona, 1996).

Para estimar los conidios por caja se realizaron los siguientes calculos:

N x 25 x 10* x VS

N Cantidad promedio de conidios por cuadricula de 1mm x Factor de dilucion

25 Cantidad de cuadriculas 1mm

10* = Conversion a cm? (una cuadricula de 1mm con cubreobjeto equivale a 0,1mm?
010%

Evaluacién de crecimiento e in6culo

Los parametros evaluados fueron:

a) Ensayos con agroquimicos
1) Produccidn de esclerocios para S. rolfsii y S. minor (numero y peso total por

caja Petri respectivamente).
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2) Crecimiento lineal y produccién de conidios para Trichoderma sp. (Katan &
Eshell 1973).

b) Ensayo de asimilacion de nitrogeno:
1) Biomasa y produccion de esclerocios para S. minor, S. rolfsii
respectivamente y de conidios Trichoderma sp.

2) Crecimiento lineal para los tres hongos evaluados.

El crecimiento se determiné a traves de la medicion diaria de los diametros
perpendiculares de la colonia, los que fueron promediados y graficados. En las
evaluaciones de Trichoderma sp. en el ensayo de agroquimicos los diametros se
midieron cada 24 hs y en el de asimilacion de nitrégeno se obtuvieron tomando dos
mediciones diarias con 6-8 hs intermedias, hasta que la colonia llegd al borde de la caja
0 detuvo su crecimiento. Los horarios de la segunda, cuarta, sexta, octava y décima
medicion varid de acuerdo al horario de la siembra del micelio (matutino o vespertino).

Para determinar la biomasa se cortaron discos de papel celofan de 9 cm de
didmetro, se esterilizaron en autoclave a 121°C durante una hora y se colocaron
cubriendo el medio de cultivo en cada caja de Petri, a fin de que la colonia desarrollada
permanezca separada del medio (Butterfield, 1977;
Mwanza, 1999). En el centro se sembrd un disco de
agar con micelio del hongo correspondiente, segln se
describié previamente.

Al final del cultivo se levantd el celofan con la
colonia desarrollada sobre él, utilizando pinzas de
diseccion, y se colocd plegado dentro de una caja de

Petri sobre un papel de filtro del igual didmetro. A

continuacion se secaron a 60°C en estufa con

: . _ Figura 10. Colonia
circulacion de aire durante 72 hs, y se peso en balanza  desarrollada  sobre  papel

de precision (fig. 10).
La cantidad de esclerocios producidos se obtuvo empleando un analizador de
imagenes que consta de una camara filmadora Panasonic, equipo de informaética y el

software procesador de iméagenes Optimas (fig. 11).
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La produccion de conidios se estimd segun
se describio previamente en “Cuantificacion de
conidios en camara de Neubauer”.

Estudios preliminares del ensayo de
asimilacién de nitrégeno permitieron observar que
S. minor no formaba, en estos medios definidos,
esclerocios  consistentes y  suficientemente
voluminosos como para ser contados, por lo que
solo se evaluo su biomasa; y a su vez que esta
no era posible evaluarse para Trichoderma sp.

y en S. rolfsii, debido a su capacidad celulolitica,

determinandose  consecuentemente para  estos

5

ultimos la produccion de conidios y esclerocios res-  Fig. 11. Analizador de imagenes

pectivamente macro y microscopicas.

Analisis estadistico de resultados

Produccion de esclerocios y conidios
La produccion de esclerocios y conidios fue analizada a través del Analisis de la

Varianza y test de Bonferroni, empleando el Software Sigma Stat.

Curvas de crecimiento

Los curvas de crecimiento de didmetro de colonia fueron analizadas a través de
la comparacion de errores estandar (desvios estandar) asociados al parametro r de cada
curva, segun Campbell y Madden (1989).

Para calcular r se empled el programa estadistico Minitab.

Cada parametro estimado para una curva de progreso tiene asociado en error
estandar (desvio estandar) que puede ser usado en comparaciones estadisticas. Si 01 y

0 representan los parametros estimados para dos diferentes curvas, por ejemplo riy rz,

entonces un intervalo de confianza para la diferencia entre los dos parametros puede ser

estimado por:
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g° de libertad

(01-02) +t[p/2. n1+ n2—(2x'p)] . S

0i = tasa de incremento de r;

p = N° de parametros

n = N° de observaciones de las diferentes curvas

S = desvio standard

t = valor t de tabla para ni+ nz — (2 x p) grados de libertad, a un nivel de
significacion de 0,05%

El desvio standard se calculé aplicando:

S= Vs(d)lz + 5(d)22

s(d)i = desvio standard obtenido en el analisis de regresion por el
programa Minitab
Si el intervalo de confianza no incluye 0, se puede rechazar la hip6tesis nula de

que los dos parametros son iguales en favor de la hipotesis alternativa de que son
diferentes.

Para el analisis de las curvas de crecimiento en los ensayos de asimilacién de
nitrégeno, se tomaron en cuenta solo las mediciones comprendidas en las pendientes, no

asi las del periodo de latencia (inicial) y en el de capacidad de carga (final).
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Sclerotinia minor
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Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)
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El nimero promedio de esclerocios producidos por caja de Petri en cada medio

APG suplementado con los herbicidas usados en el cultivo de mani, constan en las

tablas 15 y 16, graficandose en la fig. 12 la diferencia porcentual entre las medias de los

tratamientos y el control correspondiente.

Tabla. 15. Numero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

Herbicidas Co A A-Co B B-Co C C-Co D D-Co

Control 00ImiN (%)  0025mil ~ (%) 005mil (%)  01mid (%0)
Acetoclor 369 517 40,3 565 531 527 42,8 516 39,8
Imazetapir 436 506 16 385 -11,5 201 = -53.9 350 -19,7
Metolacloro 563 655 16,3 627 11,3 351 37,6 126 -77,6
Trifluralina 348 518 48,8 414 189 463 33 434 24,7
Pendimetalin 606 656 8,2 698 15,2 457 | -24]7 596 -1,6

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni para un
nivel de significacién de 0,05 y los destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 16. Namero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas combinados.

Herbicidas

Imazetapir./Acetoclor

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Co Mezclal 1-Co Mezcla2 2-Co
Control 00250025miN ~ (%)  002500375miN (%)
641 649 1.2 625 -3,1

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Fig. 12. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S. minor en medio de
cultivo APG suplementado con herbicidas respecto al control.

En los tratamientos A y B con pendimetalin la produccion de esclerocios super6
al control entre 8,2 y 15,2%, por el contrario en los tratamientos C y D fue inferior entre
24,7y 1,6 % respectivamente, no hallandose diferencias significativas.

Con respecto a los medios suplementados con metolacloro, se desarrollaron
entre 11,3 y 23,2% mas esclerocios que en el control en los tratamientos A y B,
mientras que en los C y D se obtuvieron entre 41,2 y 74,4% menos esclerocios que en
aquel, siendo estos ultimos significativamente diferentes. Se observé un claro efecto
inhibitorio a medida que aumento la concentracion de metolacloro.

En todos los tratamientos con trifluralina y acetoclor se produjeron mas
esclerocios que en el control, sin embargo solo se observaron diferencias significativas
en los tratamientos A de trifluralina y B de acetoclor, que lo superaron en 48,8 y 53,1%

respectivamente.
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En el experimento con imazetapir hubo mayor produccion de esclerocios en el
tratamiento A, superando al control en 16%; mientras que en los tratamientos B, C y D
fueron inferiores en 11,5; 53,9 y 19,7% respectivamente, encontrandose diferencias
significativas solo en el C.

Con respecto a los medios de cultivo suplementados con la mezcla de
Imazetapir+acetoclor no se evidenciaron diferencias significativas, en ellos las

diferencias con el control oscilaron entre -3,1y 1,2% (tablas 15 y 16, fig. 12).

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

El peso promedio de esclerocios producidos por caja de Petri en cada medio
suplementado con los herbicidas usados en cultivo de mani, constan en las tablas 17 y
18.

Tabla 17. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.

Produccion de esclerocios (g/caja de Petri)

Herbicidas

(mi/T) Control A-0,01 B -0,025 C-0,05 D-0,1
Acetoclor 0,1534 0,161 0,1623 0,1635 0,1558
Imazetapir 0,1533 0,1356 0,1667 0,175 0,1751
Metolacloro 0,194 0,1873 0,2126 0,1889 0,208
Trifluralina 0,16 0,151 0,153 0,159 0,148
Pendimetalin 0,175 0,1827 0,1867 0,2116 0,19

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 18. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con mezcla de herbicidas.

Produccion de esclerocios (g/caja de Petri)

Herbicidas

(ml/) Control Mezcla 1-0,025/0,025 Mezcla 2-0,025/0,037
Imazetapir+ 0,1867 0,2018 0,1951
Acetoclor

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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No se comprobaron diferencias significativas entre el peso total promedio de los

esclerocios producidos en cada medio suplementado con herbicidas y el control.

Viabilidad de esclerocios

La viabilidad de los esclerocios de S. minor producidos en cada medio
suplementado con los herbicidas usados en el cultivo de mani constan en las tablas 19 y
20.

Tabla 19. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.

Herbicidas Viabilidad (%0)

(ml/1) Control A-0,01 B - 0,025 C-0,05 D-01
Acetoclor 95,1 95,9 90,1 97,2 95,4
Imazetapir 100 97,5 96 98 98,8
Metolacloro 100 100 95,1 100 96,3
Trifluralina 97,2 95,5 98,1 100 91,9
Pendimetalin 100 100 100 100 100

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 20. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con mezcla de herbicidas.

Viabilidad (%)

Herbicidas

(ml/) Control Mezcla 1-0,025/0,025 Mezcla 2-0,025/0,037
Imazetapir+ 100 100 100
Acetoclor

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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No hubo diferencias
significativas en la viabilidad de los
esclerocios. Las viabilidad de los
esclerocios oscilé entre 90,1 y 100%.
Los esclerocios producidos en los

medios suplementados con imazetapir +

2
§
i

acetoclor y pendimetalin en todas sus

concentraciones, en los tramientos A y

C con metolacloro y C con trifluralina 'y

Fig. 13: Germinacion de esclerocios de S.

en el control de imazetapir germinaron ;
minor sembrados en agar-agua.

en el 100%. Por el contrario el menor

porcentaje de esclerocios viables (90,1%) se observé en el tratamiento B con acetoclor.
En los restantes tratamientos los valores de viabilidad fueron intermedios a estos (tablas
19y 20).

El micelio desarrollado a partir de los esclerocios sembrados sobre agar-agua en
todos los tratamientos, formd colonias de contorno irregular, con largas hifas que
pendieron hacia la tapa de la caja por haber sido cultivados en posicién invertida (fig.
13).

Colonias en cultivo

En los medios suplementados
con metolacloro las colonias
repitieron el modelo de
crecimiento del control, pero
en las concentraciones C y D
los esclerocios coalescieron

alcanzando hasta 0,7 mm de

4

muy pocos esclerocios de tamafio Fig. 14: Esclerocios de S. minor obtenidos en el
tratamiento D con pendimetalin.

diametro. Se desarrollaron k

normal (entre 0,1-0,15 cm de
diametro). En los tratamientos con imazetapir no hubo una distribucion de esclerocios
tipica de S. minor sobre APG. En los tratamientos A, B y C tendieron a formarse cerca
del borde de la caja de Petri pero de dimensiones normales de esta especie, sin embargo
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en el tratamientos D coalescieron entre si originando esclerocios alargados que
formaban circulos concéntricos sobrecolonias que no alcanzaron el borde de la caja de
Petri.

Con respecto a los medios con pendimetalin en los tratamientos C y D el micelio
tampoco se desarrolléhasta el borde de la caja, formandose un anillo esclerocial en el
contorno de la colonia. Este evento fue mas notable en el tratamiento D donde se
observaron esclerocios de hasta 4 cm de largo (fig. 14).

En los tratamientos A, B y C con acetoclor las colonias se comportaron de
maenera similar al control, mientras que en el D se origind un anillo central de 3 cm de
didmetro ademas de los esclerocios tipicos de la especie en la periferia.

Con respecto a la mezcla de herbicidas, en el tratamiento 1 los esclerocios se
distribuyeron de manera uniforme sobre el medio y en el 2 hubo formacion de un anillo
esclerocial de bordes irregulares cerca del limite de la caja de Petri.

En los medios suplementados con trifluralina el micelio se desarrollé siguiendo

un patron de crecimiento similar al del control (L&mina 1.1-2).
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Sclerotium rolfsii
Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)

Los esclerocios producidos en los medios suplementados con herbicidas se
encuentran registrados en las tablas 21 y 22, graficandose en la fig. 15 la diferencia

porcentual entre las medias de los tratamientos y el control correspondiente.

Tabla 21. Namero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG suplementado
con herbicidas.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

Herbicidas Co A-Co B-Co C-Co D-Co
(mi/T) Control A-001 (%) B-0025 (%) C-005 (%) D-01 (%)
Acetoclor 225 85 -62 307 36,4 149 -33,7 149 -33,7

Imazetapir 225 282 25,3 438 94,6 230 2,2 152 -32,4
Metolacloro 225 178 -20,8 283 25,7 334 484 236 4,8
Trifluralina 225 150 -33,3 213 -5,3 133 -40,8 135 -40
Pendimetalin 225 44 -80,4 65 -711 79 -64,8 155 -31,1

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni para un
nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 22. Nimero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con mezcla de herbicidas.

Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)

Herbicidas (ml/l) Control Mezcla 1 1-Co Mezcla 2 2-Co
0,025/0,025 (%) 0,025/0,0375 (%)
Imazetapir./Acetoclor 225 190 -15,5 298 32,4

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el test de
Bonferroni para un nivel de significacion de 0,05.

Fig. 15. Produccion (N%caja de Petri) relativa de esclerocios de S. rolfsii en medio de
cultivo APG suplementado con herbicidas respecto al control.

La produccién de esclerocios fue superior al control en los tratamientos A, By C
de los medios suplementados con imazetapir, habiéndolo superado en un 94,6% en el
tratamiento B, el cual resultd significativamente diferente. Por el contrario en el
tratamiento D fue inferior en un 32,4%, no habiendo una diferencia significativa.Con
metolacloro ninguno de los tratamientos resultd significativamente diferente, sin
embargo se produjo un incremento del nimero de esclerocios en relacién al aumento de
la concentracién de herbicida en los tratamientos A, B y C, variando entre -20,8% y
48,4 %. En el tratamiento D si bien se formaron mas esclerocios que en el control,
disminuyé a un 4,8%.

En los medios suplementados con pendimetalin se produjeron menos esclerocios
gue en control en todos los tratamientos, hallandose diferencias significativas en los A,
B y C, siendo inferior al control en -80,4; -71,1; -64,8% respectivamente. Se observo
que la produccion de esclerocios aumentaba a medida que se incrementaba la
concentracion del herbicida, alcanzando -31,1%.en el tratamiento.

En los tratamientos con acetoclor solo hubo diferencia significativa en el
tratamiento A con —62 % de esclerocios producidos. En los C y D resultaron de -33,7 y -

33,7% respectivamente, mientras que en el tratamiento B fue superior en un 36,4%.
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Con respecto a los medios suplementados con trifluralina y pendimetalin no se
encontraron diferencias significativas, siendo la produccién de esclerocios al control en
todos los tratamientos.

En los tratamientos con los herbicidas
imazetapir/acetoclor no se encontraron
diferencias significativas. No obstante se
obtuvo menor nimero de esclerocios en la
mezcla 1 (-15,5 %) y mayor en la 2 (32,4 %)
(tablas 21y 22, fig. 15).

Viabilidad de esclerocios

La viabilidad de los esclerocios de S.
rolfsii producidos en cada medio suplementado
con los herbicidas usados en el cultivo de mani

constan en la tabla 23y 24y fig. 16.

Fig. 16: Germinacion de esclerocios de
S. rolfsii sembrados sobre agar-agua.

Tabla 23. Viabilidad de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.

Viabilidad (%)

Herbicidas

(ml/N) Control A-0,01 B - 0,025 C-0,05 D-0,1
Acetoclor 40,27 62,47 37,48 83,26
Imazetapir 74,96 95,8 65,61 70,8
Metolacloro 79,15 43,05 56,24 76,03 59,7
Trifluralina 29,13 62,47 59,35 51,38
Pendimetalin 8,3 27,76 27,73 14,58

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segin el test de Bonferroni para
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Tabla 24. Viabilidad de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con mezcla de herbicidas.

Viabilidad (%)

Herbicidas

(ml/N) Control Mezcla 1-0,025/0,025 Mezcla 2-0,025/0,037
Imazetapir+ 79.15 72,87 7777
Acetoclor

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos. No
obstante en el tratamiento B con imazetapir y D con acetoclor hubo mas esclerocios
viables que en el control, mientras que con los otros herbicidas y restantes tratamientos
de estos se obtuvo menor viabilidad respecto de aquel (tablas 23 y 24).

En todos los tratamientos con pendimetalin se encontrd significativamente

menos esclerocios viables que en el control.

Colonias en cultivo

Las colonias de S. rolfsii tomaron consistencia algodonosa en los tratamientos D
con todos los herbicidas y en los tratamientos A, B y C con acetoclor, trifluralina y
pendimetalin, a diferencia del control que tipicamente desarrolla micelio aplanado sobre
APG. Esta particular consistencia algodonosa aumentaba con la concentracion de los
herbicidas.

Del mismo tipo resultdé la colonia desarrollada en el tratamiento A con
metolacloro y con ambas mezclas de herbicidas. No asi en el control y los restantes
tratamientos.

Los esclerocios de los tratamientos C con metolacloro, B con imazetapir y B con
acetoclor se formaron aglomeraciones, pero estos conservaban el tamafio de los

esclerocios del control (LAmina 2.1-2).
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Trichoderma sp.

Produccion de conidios (ufc/caja de Petri)

Los conidios producidos por caja de Petri en los medios suplementados con
herbicidas usados en el cultivo de mani, constan en las tablas 25 y 26, graficandose en
la fig. 17 la diferencia porcentual entre las medias de los tratamientos y el control

correspondiente.

Tabla 25. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo

APG suplementado con herbicidas.

Produccion de conidios (ufcx10%caja)

Frﬁl';tl’)'c'da Coi‘t)ml A-001 ,?0/((.):)0 B-0025 Ezo/f)o C-005 %;/S)o D-01 [Z(;;)O
Acetoclor 2,49 362 453 453  8L9 447 195 626 1514
Imazetapir 3,06 3,44 12,4 4,18 36,6 3,63 18,6 3 -1,9
Metolacloro 293 195 -334 242 174 278 51 26  -1172
Trifluralina 357 323 95 28 21 143 599 285 201
Pendimetalin 293 29 -1 285  -27 402 37,2 201 -313

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni para un

nivel de significacién de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 26. Numero de conidios de Trichoderma sp.producidos en medio de cultivo APG

suplementado con mezcla de herbicidas.

Produccion de conidios (ufcx10%caja)

- Mezcla 1 1-Co Mezcla 2 2-Co
Herbicida (ml/I) Control 0025/0,025 (%) 002500375 (%)
Imazetapir./Acetoclor 6,77 4,04 -40,3 6,09 -10,4

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el test de
Bonferroni para un nivel de significacion de 0,05.

Fig. 17. Produccion (N°caja de Petri) relativa de conidios de Trichoderma sp. en medio
de cultivo APG suplementado con herbicidas respecto al control.

En los medios suplementados con acetoclor hubo un incremento paulatino del
namero de conidios a medida que aumento la concentracion del herbicida, superaron al
control en todas las concentraciones evaluadas desde un 45,3% en el tratamiento A
hasta un 151% correspondiente al tratamiento D encontrdndose diferencias
significativas en este ultimo.

No se hallaron diferencias significativas en las evaluaciones con trifluralina. El
namero de conidios resulto inferior al control en todos los tratamientos, obteniéndose
una disminucion de 9,5; 21; -59,9 y 20,1 % para los tratamientos A, B, C y D
respectivamente.

En los medios suplementados con metolacloro e imazetapir+acetoclor no se
hallaron diferencias significativas, obteniéndose una disminucion de la produccién de
conidios de 33,4; 17,4; 5,1y 11,2 % para A, B, C y D de metolacloro y 40,3 y 10,4 %
para imazetapir+acetoclor.

Con imazetapir no se encontraron diferencias significativas, sin embargo en los
tratamientos A, B y C produjeron mas conidios que en el control, y en el D resulto
levemente inferior.
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Tampoco se hallaron diferencias significativas en los tratamientos con
pendimetalin, solo el C superd al control en un 37,1 % en los restantes fueron inferiores
(tablas 25 y 26, fig. 17).

Colonias de en cultivo
Se observaron escasas diferencias entre las colonias de los distintos tratamientos.
Tanto su patrén de crecimiento como la produccién de conidios no difirireron en gran

medida con el control (Lamina 3.1-2).

Crecimiento lineal (cm/h)
El crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado sobre medios de cultivo
suplementados con herbicidas constan en la tabla 27, y las curvas con estos construidas

se encuentran graficadas en la fig. 18.
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Tabla 27. Crecimiento de Trichoderma sp.desarrollado en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.

Diametro de colonia (cm/hora)

Herbicidas 24 48 72 96 120 144 168
Control 0,5 3,2 6,9 9 9 9 9 9

A-0,01 0,5 3,6 7,3 9 9 9 9 9

Acetoclor B-0,025 0,5 3,6 7,3 9 9 9 9 9
C-0,05 0,5 3,4 6,9 9 9 9 9 9

D-0,1 0,5 2,9 55 8,2 9 9 9 9

Control 05 304 71 9 9 9 9 9

A-0,01 0,5 3,3 7,2 9 9 9 9 9
Trifluralina B-0,025 0,5 3,3 7,1 9 9 9 9 9
C-0,05 0,5 3,2 7 9 9 9 9 9

D-0,1 0,5 3,1 6,9 9 9 9 9 9

Control 0,5 3,2 7,6 9 9 9 9 9

A-0,01 0,5 3,3 7,9 9 9 9 9 9
Metolacloro B-0,025 0,5 3,3 8 9 9 9 9 9
C-0,05 0,5 3 7,7 9 9 9 9 9

D-0,1 0,5 3 7,1 9 9 9 9 9

Control 0,5 3 7 9 9 9 9 9

A-0,01 0,5 3 7,2 9 9 9 9 9
Pendimetalin B-0,025 0,5 3 7,1 9 9 9 9 9
C-0,05 0,5 3 7 9 9 9 9 9

D-0,1 0,5 2,9 7 9 9 9 9 9

Control 0,5 3,2 6,9 9 9 9 9 9

A-0,01 0,5 3,5 7,1 9 9 9 9 9

Imazetapir B-0,025 0,5 3,3 6,9 9 9 9 9 9
C-0,05 0,5 3,5 7 9 9 9 9 9

D-0,1 0,5 3,1 6,2 8,7 9 9 9 9

Control 05 362 8,75 9 9 9 9 9

. Mezcla 1
Imazetapir + 00250025 0,5 32 1,27 9 9 9 9 9
Acetoclor Mezcla 2

00250037 05 3,15 7 9 9 9 9 9

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.
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Fig. 18. Crecimiento de Trichoderma sp.desarrollado en medio de cultivo APG
suplementado con herbicidas.
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De acuerdo a lo observado en la figura 20, la velocidad de avance de la colonia
desarrollada en los medios con los herbicidas probados, representada por el diametro
promedio por dia, fue similar. Aln habiéndose observado un retraso en el crecimiento de
las colonias desarrolladas en el tratamiento D con acetoclor y en los dos tratamientos con
mezcla de herbicidas, el analisis realizado mediante la comparacion de las tasas de

incremento evidencid que no hubo diferencias significativas (tabla 27, fig. 18).



CAPITULO IV

RESULTADOS:
Fertilizantes nitrogenados
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CAPITULO IV

RESULTADOS: Fertilizantes nitrogenados
Sclerotinia minor

Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)

El nimero de esclerocios de S. minor producidos por caja de Petri en medio de
cultivo APG suplementado con los fertilizantes nitrogenados usados en el cultivo de
maiz constan en la tabla 28, graficandose en la fig. 19 la diferencia porcentual entre las
medias de los tratamientos y el control correspondiente.

Tabla 28. Numero de esclerocios de S. minor desarrollado en medio de cultivo APG suplementado
con fertilizantes nitrogenados.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

AB- BC-
Fertilizantes ~ Co ACo ABO5 Co B-10 BCo BC-15 Co C-25 CCo D-50 DCo E-75 ECo
@ Control_A-01 (%) %0 0 0 0 ) )
(NH)HPO, 669 1097 64 1767 164 1757 162 1645 145 1770 164 515 -8 466 0
NHNO; 391 606 55 463 = 18 479 22 454 16 310 -21
KNOs 428 307 -28 267 -38 290 -82 307 -28 300 -30
HNCONH, 360 468 30 370 3 562 56 787 119 682 = 89

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni para un nivel de
significacion de 0,05 y los destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Fig. 19. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S. minor en medio de
cultivo APG suplementado con fertilizantes nitrogenados respecto al control

Las evaluaciones en los medios suplementados con NH4sNOs indicaron que en
los tratamientos A, B, C y D hubo mayor produccion de esclerocios que en el control,
siendo significativa solo en el tratamiento A (55%).

En todos los medios de cultivo suplementados con H-NCONH: se desarrollaron
mas esclerocios que en el control, observdndose en general un aumento de su
produccién a medida que se incrementaba la concentracion del fertilizante. EI nimero
de esclerocios producidos en los tratamientos A, C, D y E superaron significativamente
al control en 30, 56, 119 y 89% respectivamente; mientras que en el tratamiento B no se
evidenciaron diferencias significativas.

Con respecto al (NH4)2HPO4, en una primera experiencia se observo que el
namero de esclerocios producidos en los tratamientos A, B y C superaba ampliamente al
control. Con el objetivo de aumentar la precision del experimento, se probaron

concentraciones intermedias entre los tratamientos A, B y C, las denominadas AB y BC.
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Los esclerocios producidos superaron al control con diferencias significativas en
los tratamientos A, AB, B, BC y C, con valores entre 64 y 164%, por el contrario en los
D y E fueron inferiores y no hubo diferencias significativas.

En todos los medios de cultivo suplementados con KNOsz la produccion de
esclerocios fue significativamente inferior al control, variando entre —28 y —38 % (tabla
28, fig. 19).

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)
El peso promedio de los esclerocios producidos por caja de Petri en los distintos
tratamientos con fertilizantes nitrogenados se registran en la tabla 29.

Tabla 29. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con fertilizantes nitrogenados.

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

Co A AB B BC C D E

Fertlzants  conrol _01gl  05g0  10g0  15g/l 259/ 50l 7.5g]

(NHgHPOs4  0,1771 0,1728 0,2058 0,2057 0,168 0,2025 0,1885 0,1763

NH:NG:s 0,1795 10,2181 0,1726 0,1765 0,1815 0,163
KNGs 0,1908 0,2029 0,232 0,2323 0,1768 0,185
H.NCONH:  0,1789 00,2167 0,19 0,1793 0,1868 0,1814

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes segun el test de Bonferroni para un nivel de
significacion de 0,05 y los destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.

Los fertilizantes nitrogenados H:NCONH. y NH4NO3, indujeron una produccion
significativa de esclerocios solamente en el tratamiento A.

En los medios suplementados con KNO3 el peso total de los esclerocios por caja
fue superior al control en los tratamientos A, B y C, siendo el solo el B
significativamente diferente.

Con respecto al (NH4)2HPO4 no hubo diferencias significativas en ninguno de
los tratamientos, no obstante los resultados indicaron que, excepto en el tratamiento A,
BC y E, hubo una mayor se produccion de mas masa esclerocial en todos ellos (tabla
29).
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Viabilidad de esclerocios
En la tabla 30 se halla registrado el porcentaje de esclerocios viables en los

distintos tratamientos de los fertilizantes.

Tabla 30. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con fertilizantes nitrogenados.

Viabilidad (%)

Co A AB B BC C D E
Fertilizantess Control 0,1g/l 05g/l 1,09/l 159/l 259/l 509/ 7,59/l

(NHHPOs 97,6 97,4 97,4 100 100 97,4 97,2 100

NH4NOs 99,4 100 100 100 100 100
KNOs 99,3 100 100 100 97,9 97,9
H2NCONH2 100 100 95,8 100 100 100

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes segun el test de Bonferroni para un nivel de
significacion de 0,05 y los destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.

No se hallaron diferencias significativas respecto de la viabilidad de los

esclerocios, la que oscil6 entre 95,8 y el 100%,.

Colonias en cultivo

En general se observd que las colonias obtenidas sobre los medios
suplementados con NH4sNO3, KNO3 y H:NCONHo>, produjeron esclerocios distribuidos
sobre el medio de forma similar al control, excepto en el tratamiento E correspondiente
a H2NCONH:, donde se unieron originando un anillo “festoneado” llegando al borde de
la caja de Petri y otro en el centro de 2 cm de diametro, distribucion atipica de
esclerocios de S. minor sobre APG.

Con respecto a los medios con (NH4)2HPO4 en los tratamientos A, AB, B, BCy
C los esclerocios no formaron anillos. En cambio los D y E los originaron de 2 y 1,5 cm

de diametro respectivamente (Lamina 4).
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Sclerotium rolfsii

Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)

Los esclerocios producidos en los medios suplementados con los fertilizantes
nitrogenados usados en el cultivo de maiz constan en la tabla 31, graficandose en la fig.
20 la diferencia porcentual entre las medias de los tratamientos y el control

correspondiente.

Tabla 31. Namero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG suplementado
con fertilizantes nitrogenados.

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Co A ACo B BCo C CCo D DCo E ECo
Fertilizantes  Control 0,19/l (%)  1g/l (%) 259/ (%) 59l (%) 7.5/ (%)

(NHs2HPOs 474 6517 374 5 16 46,2 25 3917 173 368 22
NH4NO3 47,4 5517 16,3 53,33 125 444 56 4133 -128 36,83 -22,2
KNO3 69 76,67 11,1 528 -234 572 -171 494 -284 586 @ -15
HNCONH: 69 54 21,7 69 0 495 -282 55 -202 586 @ -95

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

A B C D E
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8 Vi,
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§ L,) 0 e | ~ ]
S 2 S ~
= § 20 | ..~.,..L._.J“"__.>- ~;_ > - T.
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a
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**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el
test de Bonferroni para un nivel de significacion de 0,05.

Fig. 20. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S. minor en
medio de cultivo APG suplementado con fertilizantes nitrogenados respecto al
control.
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Se observé que no hubo diferencias significativas en ninguno de las experiencias
la produccion de esclerocios disminuy6 respecto del control a medida aumentaban las
concentraciones de los fertilizantes, observandose que en los tratamientos C, D y E de
todos ellos se hallaron menor cantidad de esclerocios que en el control.

Con respecto al (NH4)2PO4 los tratamientos A y B superaron al control en un
27% y 14 % respectivamente, estos fueron los medios sobre los que se produjeron
mayor numero de esclerocios en los tratamientos con fertilizantes.

También superaron en formacion de esclerocios al control los tratamientos A y
B con NHsNOsy A con KNOs (tabla 31, fig. 20).

Viabilidad de esclerocios
Los resultados obtenidos en el andlisis de viabilidad constan en la tabla 32.

Tabla 32. Viabilidad de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de
cultivo APG suplementado con fertilizantes nitrogenados.

Viabilidad (%)

Fertilizantes Control A B C D E
(NH4)2HPO4 128 140 128 123 133
NHNOs 130 143 153 140 130 15
KNOs 158 164 120 120 11
HoNCONH> 125 155 153 130 110

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

No se hallaron diferencias significativas respecto a la viabilidad de los
esclerocios, el 100 % de estos resultaron viables. Ademas hubo formaciéon de
esclerocios de novo tanto en los tratamientos como en el control, es decir que se

recolectaron mas esclerocios que los sembrados (tabla 32),.

Colonias en cultivo

Las colonias se desarrollaron sin evidenciar notables diferencias con el control
en todos los tratamientos, excepto en los C, D y E de los medios suplementados con
H>NCONH: cuyos esclerocios resultaron de mayor tamafio respecto del control (Lamina
5).



Trichoderma sp.

Produccion de conidios (ufc/caja de Petri)

Las conidios producidos por caja de Petri en los medios suplementados con
fertilizantes nitrogenados constan en la tabla 33, graficandose en la fig. 21 la diferencia

porcentual entre las medias de los tratamientos y el control correspondiente.
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Tabla 33. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo APG suplementado

con fertilizantes nitrogenados.

Produccién de conidios (ufcx10%caja de Petri)

Co A ACo B BCo C CCo D D-Co E E-Co
Fertilizante Control 0,1g/l (%) 1g/l = (%) 259/l (%) 59/ (%) 7,50/ (%)
(NHs2HPOs 405 444 96 414 22 151 627 118 -708 846 = -19
NHaNO3 431 551 2784 791 835 371 -139 384 -109 242 -438
KNOs 405 6,15 518 747 848 473 168 344 -151 347 -143
H:NCONHz 4,31 10 132 448 39 023 -946 032 -926 03 -928

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni para un nivel de
significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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O (WH4)2HPO4 & NH4ANO3 B KNO3 E H2ZNCONH2

**. Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segln el test de
Bonferroni para un nivel de significacion de 0,05

Fig. 21. Produccion (N°caja de Petri) relativa de conidios de Trichoderma sp. en
medio de cultivo APG suplementado con fertilizantes nitrogenados respecto al
control.

Se observo que en las experiencias con H:NCONH: la produccion de conidios
fue significativamente superior al control en el tratamiento A, superandolo en 132 %j;
sin embargo en B se produjeron 3,9 % mas que en aquel y en C, D y E fue inferior con —
94,6; -92,6 y —92,8 % respectivamente.

En los medios suplementados con KNOz hubo mayor cantidad de conidios que
en control en los tratamientos A, B y C, (27,84; 83,5 y 16,8 % respectivamente). En
cambio en los D y E fue inferior, -15,1 y -14,3 %; halldndose diferencias significativas
en Ay B solamente.

En los tratamientos con (NH4)2HPO4 el nimero de conidios superd al control en
9,6 y 2,2 % en los tratamientos A y B mientras que en los C, D y E fueron inferiores con
-62,7; -70,8 y -79 %. Solo se hallaron diferencias significativas en estos tres ultimos
(tabla 33, fig. 21).
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Colonias en cultivo

Las colonias mostraron un color verde méas intenso en las producidas sobre
medios con KNOs y NHsNOs, siendo més palidas en los medios suplementados con
(NH4)2HPO4 y HNCONH>

La coloracion de las colonias se halla ligado al nimero de conidios originados en
estas, a mayor intensidad de color mayor nimero de conidios.

Ademas las colonias obtenidas en los tratamientos con H2NCONHg>, resultaron
de color amarillento-marrén, coincidiendo tambien con el color de los conidios al

microscopio (L&mina 6).

Crecimiento lineal (cm/h)
El crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio de -cultivo
suplementado con fertilizantes nitrogenados constan en la tabla 34 y en la fig. 22.
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Tabla 34. Crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio APG suplementado

con fertilizantes nitrogenados.

Diametro de colonia (cm)

Tiempo de cultivo (horas)

Fertilizante (gr/l) Control 0 24 48 72 96 120 144 168
Contol 05 343 823 9 9 9O 9 9

A00L 05 35 86 9 9 9 9 9

B-1 05 202 77 9 9 9 9 9
(NHa)2HPO: - 5 & 05 315 778 9 9 9 9 9
D-5 05 277 699 9 9 9 9 9

E-75 05 25 68 9 9 9 9 9

Contol 05 35 82 9 9 9 9 9

A00L 05 33 72 9 9 9 9 9

B-1 05 34 77 9 9 9 9 9

NHiNO: 55 05 33 75 9 9 9 9 9
D-5 05 3 75 9 9 9 9 9

E-75 05 28 66 9 9 9 9 9

Contol 05 431 83 9 9 9 9 9

A00L 05 433 84 9 9 9 9 9

KNOs B-1 05 404 818 9 9 9 9 9
C-25 05 414 817 9 9 9 9 9

D-5 05 397 779 9 9 9 9 9

E-7.5 05 373 759 9 9 9 9 9

Contol 05 431 865 9 9 9 9 9

A00L 05 433 84 9 9 9 9 9

B-1 05 404 817 9 9 9 9 9

HaNCONHz - (- 5 5 05 414 816 9 9 9 9 9
D-5 05 397 779 9 9 9 9 9

E-7.5 05 972 759 9 9 9 9 9

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.
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Fig. 22. Crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio de cultivo APG
suplementado con fertilizantes nitrogenados.

El analisis de comparacion de tasas de incremento de las curvas indico que no
hubo diferencia significativa en ninguno de los tratamientos. Sin embargo se observaron
diferencias en los de didmetros de colonia a las 48 h de cultivo, la que aumentaba en

relacion a la concentracion de fertilizante (tabla 34, fig. 22).



CAPITULO IV - Anexo

RESULTADOS:
Asimilacion de nitrogeno
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CAPITULO IV Anexo

RESULTADOS: Asimilacion de nitrégeno

Sclerotinia minor

Crecimiento lineal (cm/h)

El crecimiento de S. minor desarrollado en medio de cultivo suplementado con
distintas fuentes de nitrégeno se encuentra registrado en la tabla 35 y graficados en la
fig. 23.

Tabla 35. Crecimiento de S. minor desarrollado en medio MS sin N suplementado con distintas
fuentes de nitrégeno

) Diametro de colonia (cm/h)
Medio —07 54 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104 112 120 128 136 144 152

Contro 05 05 05 0,52 0,62 0,9 0,94 1,24 1,35 1,43 1,68 1,8 2,07
H.NCONH: 0,5 0,67 0,97 1,94 2,01 3,22 3,71 4,71 5,3 6,11 6,45 7,1 7,93
(NHzPOs 0,5 0,65 1,04 2,28 2,39 4,18 4,65 6,45 6,88 8,05 8,27 88 9

KNOs 0,5 0,56 0,91 1,86 2,06 3,06 3,38 4,83 5,06 6,04 6,35 6,8 7,37
MS 05 05 087 1,74 2,2 3,35 3,76 4,75 5,13 6,23 6,48 73 1.8

MSsinN 05 05 0,6 12 1,41 2,25 2,64 3,49 3,97 48 53 59 6,47
Casina 0,5 0,5 1,14 2,33 2,97 4,38 4,71 6,27 7,07 8,42 8,78 89 9
Tripteina 0,5 0,5 0,98 2,15 2,6 3,45 39 5 534 6,07 6,73 7,6 8,07
APG 0,5 1,94 4,2 527 6,95 8,57 9 9 9 9 9 9 9

1. Agua destilada agarizada.
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Fig. 23. Crecimiento de S. minor sp. desarrollado en medio MS
sin N suplementado con distintas fuentes de nitrégeno.

A través de la comparacion de las tasas de incremento respecto del control se
comprobd que hubo diferencias significativas en todos los tratamientos.

Se obserd tambien que la curva de (NH4)2PO4 fue similar a la de caseina, y que
las de HONCONH2 KNOz a las de MS vy tripteina, no encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos de tratamientos.

También se observé que hubo desarrollo de colonias en medio MS sin nitrégeno,
superando significativamente al control, no obstante su crecimiento fue menor que en
los restantes tratamientos testigos; Estas se diferenciaron significativamente de las
colonias desarrolladas sobre APG y los suplementados con (NH4)2POs y caseina. No
hubo diferencias significativas con respecto a H-NCONH2, KNOs, MS vy tripteina (tabla
35, fig. 23).

Biomasa (gr/caja de Petri)
La biomasa de S. minor obtenida sobre MS sin N con distintas fuentes de

nitrégeno consta en la tabla 36 y se encuentran graficados en la fig. 24.
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Tabla 36. Biomasa de S. minor obtenida sobre medio MS sin N suplementado con distintas
fuentes de nitrogeno.

s = £ o 8 z2 o 8 s & .
Medios 5 _ 2 2 @ S S - H HBHE E
de E§8§5§,§§§§u‘>'5§58§% 2 88z O

i S Z2 £ = 2 @ L C
cultivo O =% z % S s o 3 == <
Biomasa

(orfcaja 015 021 006 021 006 023 007 037 02 028 012 035 02 032 017 031 015
Petri)

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni a un nivel de
significacion de 0,05.

1 Agua destilada agarizada.

0,25 l
Fertilizantes

l nitrogenados

0,2 —
|:| Testioos

0,15 | [ l

0,1

Biomasa (gr/caja)l

0,05

APG
MS
KNO3 J

MS sin N
Caseina
Tripteina
(NH4)2P0O4
NH2CONH2

L. Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas
segln el test de Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05.

Los medios evaluados, excepto APG, estan constituidos por MS sin N mas la
fuente de nitrégeno correspondiente.

Fig. 24. Produccion (N°/caja de Petri) relativa de esclerocios de S.
minor sp. en medio MS sin N suplementado con distintas fuentes de
nitrégeno respecto al control.

La mayor biomasa fue obtenida en el medio suplementado con las sales de MS
pesando 0,22 gr/caja de Petri. Le siguieron en orden descendente las correspondientes a
caseina, tripteina, APG y MS s/N con 0,2; 0,17; 0,15 y 0,12 gr/caja de Petri, los que se
diferenciaron significativamente del control .

Las obtenidas en los medios con (NH4)2POs4, HoNCONH2 y KNO3 no se

diferenciaron del control. Cabe destacar que hubo formacion de esclerocios solo en los
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tratamientos con (NHs)2POs4, H2NCONH2, KNO3s, MS, y MS s/N; sin embargo eran
mucho mas pequefios que los obtenidos sobre APG. Algunos fueron de poca
consistencia y otros no alcanzaron a desarrollarse completamente, quedando como
manchas marrones sobre el papel celofan. Estas ultimas caracteristicas fueron mas

notables en los tratamientos con tripteina y caseina (tabla 36, fig. 24) (Lamina 7).



Sclerotium rolfsii

Crecimiento lineal (cm/h)

El crecimiento de S. rolfsii desarrollado en medio MS sin N suplementado con

diferentes fuentes de nitrégeno consta en la tabla 37,y en la fig. 25.
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Tabla 37. Crecimiento de S. rolfsii desarrollado en medio de cultivo suplementado con
distintas fuentes de nitrégeno

Diametro de ¢olonia (cm/h)

Medios 0 24 30 41 48 54 65 72 78 89 96
Control! 05 234 4,41 - 9 9 9 9
HNCONH2 05 26 3,53 6,49 7,39 9 9 9
(NHz)2PO4 05 251 348 6,33 7,05 9 9 9
KNOs 05 214 331 559 6,15 8,55 9 9
MS 05 3,22 5,73 - 9 9 9 9
MSsin N 05 251 4,65 - 79 8,28 9 9
Caseina 05 2,38 5,08 - 8,21 8,67 9 9
Tripteina 05 31 6,23 - 9 9 9 9
APG 05 298 6,34 - 9 9 9 9

1. Agua destilada agarizada.

Diametro de colonia (cm)

10

H,NCONH»
(NH,)2PO4q
KNOg

Caseina
Tripteina
MS
MS-sin N
Control
—v— APG

20 40

6 80

o

Tiempo de cultivo (horas)

100

Fig. 25. Crecimiento de S rolfsii sp. desarrollada en medio MS
sin N suplementado con distintas fuentes de nitrgeno.
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Se observd que las colonias obtenidas en el medio suplementado con
H2NCONH: alcanzaron el borde de la caja de Petri a las 54 h de cultivo mientras que en
(NH4)2POs4 y KNOgz lo alcanzaron a las 72 y 78 h de cultivo respectivamente.
Realizando el analisis comparativo de sus tasas de incremento se encontré que no hubo
diferencias significativas entre estas (tabla 37, fig. 25).

Las mediciones correspondientes a las 48 h de los medios MS, MS sin N,

caseina, tripteina, APG vy el control no fueron registradas.

Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)
Los esclerocios de S. rolfsii producidos sobre medios suplementados con

distintas fuentes de nitrégeno constan en la tabla 38 y en la fig. 26.

Tabla 38. Produccion de esclerocios de S. rolfsii obtenidos sobre MS sin N suplementado con distintas
fuentes de nitrégeno

_ T 2_a58 S z =~ S « 08 ¢ &_ S
) o Z Z8 8 & o p 9 < c S £
Medios de 550 Q8¢S x @ O S €2 v o 3 85 T 829 8
. c O O < S 2 » % S O n = o B85 Q
cutivo ¥ £ 28 £ §T ¢ S 2 28 b $ 8- =8 o
= = pd ©
T T <2 < = > S FF g
Esclerocios

(\°/caja de 63 147 84 284 221 285 25 313 253 823 763 26,7 20/ 375 315 1058 998
Petri)

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni a un nivel de
significacion de 0,05.

1: Agua destilada agarizada.
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! Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas
segun el test de Bonferroni a un nivel de significacién de 0,05.

Los medios evaluados, excepto APG, estan constituidos por MS sin N mas la
fuente de nitrégeno correspondiente.

Fig. 26. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S.
rolfsii sp. en medio MS sin N suplementado con distintas fuentes de
nitrégeno respecto al control.

Se observo una diferencia significativa en la produccién de esclerocios en los
medios APG y MS con 99,8 y 76,3 esclerocios respectivamente. En los restantes
tratamientos, si bien se formaron mas esclerocios que en el control, no se hallaron

diferencias estadisticamente significativas (tabla 38, fig. 26) (Lamina 8).
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Trichoderma sp.

Crecimiento lineal (cm/h)

El crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio MS sin N

suplementado con distintas fuentes de nitrégeno constan en la tabla 39 y en la fig. 27.

Tabla 39. Crecimiento de Trichoderma sp. obtenido en medio MS sin N suplementado
con distintas fuentes de nitrogeno.

Diametro de colonia (cm/h)

Medio 0 24 30 41 48 54 65 72 78 89 96

Control! 05 0,86 305 373 468 583 7,78 7,88
HXNCONH: 05 2,64 3,56 724 821 9 9 9
(NHPOs 05 2,72 391 757 88 9 9 9
KNOs 05 218 2,97 696 81 9 9 9
MS 05 219 443 5,16 6,85 7,45 9 9
MSsinN 05 221 533 7,14 84 9 9 9
Caseina 05 2,14 453 542 71 817 9 9
Tripteina 05 2,43 555 7,24 9 9 9 9
APG 05 2,53 678 9 9 9 9 9

1. Agua destilada agarizada.

—e— H)NCONH»
—8— (NH4)2P0O4
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—7— MS
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0 T T T T T

0 20 40 60 80 100

Diametro de colonia (cm)
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Fig. 27. Crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio
MS sin N suplementado con distintas fuentes de nitrogeno.
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A través de la comparacion de las tasas de incremento se determind que no
hubo diferencias significativas entre los distintos tratamientos y el control.

Sin embargo hubo una aparente diferencia en las colonias desarrolladas sobre los
medios con caseina y MS los que alcanzaron el borde a las 89 h de cultivo mientras que
en el control fue a las 96 hs, y en los restantes tratamientos entre las 65 y 72 h de cultivo
(tabla 39, fig. 27).

Produccion de conidios (N°caja de Petri)

Los conidios de Trichoderma sp. producidos sobre MS sin N suplementado con
distintas fuentes de nitrégeno se encuentran registrados en la tabla 40, habiéndose
graficado los datos correspondietes en la fig. 28

Tabla 40. Produccion de conidios de Trichoderma sp. obtenida sobre MS sin N suplementado con
distinas fuentes de nitrégeno.

A < (3 1 o '

. 5 z% 9o & . c 2z s Q g ¢ 3S
Medsde S5 088 1 B 9 2 0 @ S 03 & 2w @
cultivo s= O T = = 2 ©C g g 2280 7

S Z = I X § P 2 O 2] - C
© FI £ z = > S FF <
Conidios

(\°x10%caja 0069 28 279 0% 053 41 409 17 169 33 32 11 109 041 04 59
de Petri)

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a un nivel de
significacion de 0,05.
! Agua destilada agarizada.
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1: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas
segun el test de Bonferroni a un nivel de significacién de 0,05.

Los medios evaluados, excepto APG, estan constituidos por MS sin N mas la
fuente de nitrégeno correspondiente.

Fig. 28. Produccién (N°caja de Petri) relativa de conidios de
Trichoderma sp. en medio MS sin N suplementado con distintas
fuentes de nitrégeno respecto al control.

Se observé una mayor produccion de conidios mostrando diferencias
significativas en el medio APG con 5,89 x 10° conidios por caja de Petri. También hubo
diferencias significativas en los obtenidos en KNOs MS sin N y H2NCONH: con 4,09;
3,2 y 2,79 x 10° conidios respectivamente. En los restantes tratamientos no se

observaron diferencias significativas (tabla 40, fig. 28) (Lamina 9).



CAPITULO V

RESULTADOS:
Fungicidas
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CAPITULO V

RESULTADOS: Fungicidas

Sclerotinia minor
Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

El nimero promedio de esclerocios producidos por caja de Petri en cada medio
suplementado con los fungicidas usados en mani para el control de la viruela, consta en
las tablas 41, 42, 43 y 44, graficAndose en la fig. 29 la diferencia porcentual entre los

tratamientos y el control correspondiente.

Tabla 41. NUmero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con tebuconazole.

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Fungicida Co A-Co B-Co C-Co D D-Co
g Control A-001 (%) B-002 (%) C-003 (%) 0,04ml/l (%)
Tebuconazole 441 25,1 -94.1 90 -79,5 0 -100 0 -100

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 42. Namero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con difenoconazole.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B-Co C-CO D-Co
(mifl) Control 270% g B10 gy C-20 T D30 gp

Difenoconazole 370 178  -518 415 12,1 440 18,9 523 413

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segin el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 43. Numero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con flusilazole.

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B-Co C-Co D-Co
(mifl) Control 7002 gy B-0004 Fgpt C-0006 o D-0008 gy
Flslazole 616 96,7 | 843 3 995 0  -100 0 100

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Tabla 44. Namero de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con carbendazim+epoxiconazole.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

Co
- A-Co B-Co C-Co D-Co
I(:muslg)lmdas Corl1tro A-001 (%) B-002 (%) C-003 (%) D-0,04 (%)
Carbendazimt g0 44 937 43 932 15 997 0 -100
epoxiconazole

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

(o]

o
]
<4+—

N
o
1

N
o
1

Produccion de esclerocios
Tratamiento - Control (%)**

-100 - TT 'I' el 12 g F
ottt

B Tebuconazole B Difenoconazole B Flusilazole B Carbendazim+Epoxiconazole

Referencias

Fungicida (ml/l) Control A B C D
Tebuconazole 0 0,01 0,02 0,03 0,04
Difenoconazole 0 0,5 1 2 3
Flusilazole 0 0,002 0,004 0,006 0,008

Carbendazim
+epoxiconazole 0

**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05.

0,01 0,02 0,03 0,04

Fig. 29. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S. minor en medio de
cultivo APG suplementado con fungicidas respecto al control.



86

Se observd que la produccion de esclerocios en todos los medios con
carbendazim+epoxiconazole, flusilazole y tebuconazole fueron inferiores al control con
diferencias significativas. Ademas en los tratamientos D de los tres fungicidasy Cy D
con flusilazole y tebuconazole los esclerocios no se desarrollaron.

Con respecto a difenoconazole hubo mayor nimero de esclerocios que en el
control en las concentraciones B, C y D y menor en la A, siendo significativamente
diferentes los tratamientos A y D. Ademaés se observé un incremento en la produccion
de esclerocios a medida que aumentaba la concentracion de fungicida (tablas 41, 42, 43
y 44; fig. 29).

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)
El peso promedio de los esclerocios producidos por caja de Petri en los

diferentes tratamientos con fungicidas se registran en las tablas 45, 46, 47 y 48.

Tabla 45. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con tebuconazole.

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

(Frﬁlr}?)'c'das Control  A-001 B-002 C-003 D-04

Tebuconazole 0,18 0,011 0,007 0 0

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las
dosis de campo.

Tabla 46. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con difenoconazole.

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

Fungicidas Control A-05 B-1 C-2 D-3
(ml/1)
Difenoconazole 0,180 0,155 0,145 0,136 0,126

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las
dosis de campo.
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Tabla 47. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con flusilazole.

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

(Frmlg)'c'das Control  A-0002 B--0004 C-0006 D-0,008
Flusilazole 0,169 0,086 0,002 g g
Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de

Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las
dosis de campo.

Tabla 48. Peso de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con carbendazim-+epoxiconazole.

Produccion de esclerocios (gr/caja de Petri)

Fungicidas Control
(ml/1 A-001 B-0,02 C-003 D-04
Carbendazim+ 0,1854 0,0313 0,0152 0,0005 0

epoxiconazole

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las
dosis de campo.

El peso promedio de los esclerocios producidos por caja de Petri en medio
suplementado con cada uno de los fungicidas fue inferior al control, encontrandose

diferencias significativas en todos los tratamientos.

Viabilidad de esclerocios
Los resultados de la prueba de viabilidad se encuentran registrados en las tablas
49, 50, 51y 52.

Tabla 49. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con tebuconazole.

Esclerocios viables (%)

Fungicidas Control  A-001  B-002 C-003 D-04
(mi)
Tebuconazole 100 100 100 -- --

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.
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Tabla 50. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con difenoconazole.

Esclerocios viables (%)

Fungicidas Control A-05 B-1 C-2 D-3
(ml/l)

Difenoconazole 100 97,9 95,8 97,6 100

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.

Tabla 51. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con flusilazole.

Esclerocios viables (%)

'(:rﬁlr}%'c'das Control  A-0002 B--0004 C-0006 D -0,008
Flusilazole 100 95.8 95.8 866 .

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.

Tabla 52. Viabilidad de esclerocios de S. minor producidos en medio de cultivo APG
suplementado con carbendazim+epoxiconazole

Esclerocios viables (%)

Fungicida Control
(ml/l) A-001 B-002 C-003 D-04
Carbendazim+ 95,2 98,8 100 100 --

epoxiconazole
Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.

Se observé que el nimero de los esclerocios viables en los distintos tratamientos
oscilé entre 86,6 %, correspondiente al tratamiento C con flusilazole, y el 100 % (tablas
49, 50, 51y 52).

Colonias en cultivo

Se observé que todos los fungicidas afectaron el desarrollo de las colonias en los
respectivos tratamientos.

En los suplementados con difenoconazole, las colonias aumentaron la
irregularidad de su contorno a medida que aumentd la concentracion, llegando a

producir una colonia de aspecto ramificado en el tratamiento D. Ademas los esclerocios
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del tratamiento A se formaron en la zona de avance de la colonia sin alcanzar el borde
de la caja de Petri. La forma alargada de aquellos, dispuestos perpendicularmente al
borde de la colonia le otorg6 aspecto de flor.

Por su parte con flusilazole, solo hubo formacion de colonias en el tratamiento
A, no alcanzando el borde la caja de Petri. Los esclerocios conservaron las
caracteristicas tipicas de S. minor desarrollado en PDA. En los restantes tratamientos no
hubo crecimiento méas que sobre el disco de siembra.

En los medios suplementados con tebuconazole y carbendazim+epoxiconazole
se desarrollaron colonias que no superaron los 2 cm de didmetro y de formas alargadas.

En los restantes tratamientos no hubo crecimiento alguno (Lamina 10).
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Sclerotium rolfsii

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

El nimero promedio de esclerocios producidos por caja de Petri en cada medio
suplementado con los fungicidas usados en mani para el control de la viruela, consta en
las tablas 53, 54, 55 y 56, graficandose en la fig. 30 la diferencia porcentual entre las

medias de los tratamientos y el control correspondientes.

Tabla 53. Numero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con tebuconazole.

Produccion de esclerocios (N°caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B-Co C-Co D-Co
(ml/1 Control A-001 (%) B-002 (%) C-003 (%) D-04 (%)
Tebuconazole 70 50 -28,5 3 -95,7 2 -97,1 1 -98,5

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 54. Namero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con difenoconazole.

Produccion de esclerocios (N°%caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B_Co C-Co D-Co
(ml/) ot 205 g B10 gp’ C20 o D30 o0

Difenoconazole 69 35 -492 2 -97.8 1 -98,5 0,33 -99,5

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segln el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 55. Numero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medios de cultivo APG
suplementados con flusilazole.

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B-Co C-Co D-Co
(mifl) Control 270002 “gpy B-0004 = gpy C-0006 gy D-0008 © g
Flusilazole 48 54 125 33 -208 30 -375 37 -229

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Tabla 56 Numero de esclerocios de S. rolfsii producidos en medio de cultivo APG
suplementado con carbendazim+epoxiconazole.

Produccion de esclerocios (N°/caja de Petri)

Fungicidas Co A-Co B-Co C-Co D-Co
(mi/T) Control 200 “gg) B0 gh  CO008 gp D-00 g
Carbendazim+ 48 45 625 44 83 44 83 32  -333
epoxiconazole

Nota: Los datos destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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tt tt

O Tebuconazole ® Difenoconazole B Flusilazole B Carbendazim+epoxiconazol

1

Produccién de esclerocios**
Tratamiento-Control (%)

Referencias

Fungicida (ml/1) Control A B C D
Tebuconazole 0 0,01 0,02 0,03 0,04
Difenoconazole 0 0,5 1 2 3
Flusilazole 0 0,002 0,004 0,006 0,008

Carbendazim

. 0 0,01 0,02 0,03 0,04
+epoxiconazole

**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05.

Fig. 30. Produccion (N°caja de Petri) relativa de esclerocios de S. rolfsii en medio de
cultivo APG suplementado con fungicidas respecto al control.

Se observo que solo hubo mayor produccion de esclerocios que en el control en
el tratamiento A de los medios suplementados con flusilazole, siendo menor en sus

restantes tratamientos y los correspondientes a los demas fungicidas.
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El analisis estadistico evidencio que habia diferencias significativas en los
tratamientos B, C y D con tebuconazole y difenoconazole, no habiéndose producido
esclerocios en ninguno de estos. En los medios de cultivo suplementados con flusilazole
y carbendazim-+epoxiconazole no se encontraron diferencias significativas (tablas 52,
53, 54y 55; fig. 30).

Viabilidad de esclerocios
Los resultados de la prueba de viabilidad indicaron que hubo un 100% de

viabilidad en todos los tratamientos.

Colonias en cultivo

Se observd que en los tratamientos A con tebuconazole y difenoconazole hubo
desarrollo de colonias con aspecto de rizomorfo, no encontrdndose crecimiento en los
restantes.

Un aspecto similar obtuvo el micelio de las colonias desarrolladas en los
tratamientos A, B y C de los medios suplementados con carbendazim-+epoxiconazole
formando esclerocios que permanecieron blancos. En cambio en el tratamiento D la
colonia se torn6 compacta y detuvo su crecimiento antes de llegar al borde la caja de
Petri.

Con respecto a los medios suplementados con flusilazole las colonias obtenidas
produjeron micelio algodonoso en los tratamientos A y B, tornandose plano y compacto

en los C y D. Sin embargo no hubo formacion de esclerocios (Lamina 11).
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Trichoderma sp.

Produccion de conidios (N°caja de Petri)

Los conidios producidos por caja de Petri en los medios suplementados con
fungicidas para control de viruela del mani constan en las tablas 57, 58, 59 y 60,
graficAndose en la fig. 31 las diferencias porcentuales entre las medias de los

tratamientos y el control correspondiente.

Tabla 57. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo
APG suplementado con tebuconazole.

Produccién de conidios (ufcx10%caja)

Co A A-Co B B-Co C C-Co D D-Co

Fungicida oo o0mmin (o) 002miN (%) 003mil__(6)  04mi (%)

Tebuconazole 2,93 0,73 i) 049 833 0,32 -89 0,3 -89.4

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 58. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo
APG suplementado con difenoconazole.

Produccién de conidios (ufcx10%caja)

A A-Co B B-Co C C-Co D D-Co
Fungicida  Control 05mil (%) Imh (%) 2ml/l (%) 3mil (%)

Difenoconazole 5,8 4,73 @ -184 422 @ -272 108 @ -814 3,32 -42,7

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.

Tabla 59. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo
APG suplementado con flusilazole.

Produccién de conidios (ufcx10%caja)

Funaicida Co A A-Co B B-Co C C-Co D D-Co
g Control  0002miN (%) 0004mil (%) 0006mil (%) 0008mil (%)
Fluzilazole 4,01 109 -728 0009 @ 977 041 898 037 908

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Tabla 60. Numero de conidios de Trichoderma sp. producidos en medio de cultivo APG
suplementado con carbendazim+epoxiconazole.

Produccion de conidios (ufcx10%caja de Petri)

Fungicidas A-Co B-Co C-Co D-Co
(mi/l) Control A-001 (%) B-002 (%) C-003 (%) D-004 (%)
Carbendazim+ 4,01 0 -100 0 -100 0 -100 0 -100
epoxiconazole

Nota: Los datos subrayados son significativamente diferentes al control segun el test de Bonferroni a
un nivel de significacion de 0,05 y destacados en rojo son los correspondientes a las dosis de campo.
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Produccioén de conidios
Tratamiento-Control (%)

I
/

oy —

O Tebuconazole & Difenoconazole B Flusilazole O Carbendazin+epoxiconazol

Referencias
Fungicidas (ml/l) Control A B C D

Tebuconazole 0 0,01 0,02 0,03 0,04
Difenoconazole 0 0,5 1 2 3

Flusilazole 0 0,002 0,004 0,006 0,008

Carbendazim

- 0 0,01 0,02 0,03 0,04
+Epoxiconazole

**: Las flechas sefialan los tratamientos en los que hubo diferencias significativas segun el test de
Bonferroni a un nivel de significacion de 0,05.

Fig. 31. Produccion (N°caja de Petri) relativa de conidios de Trichoderma sp. En medio
de cultivo APG suplementado con fungicidas respecto al control.

Los resultados observados en las indicaron que se obtuvieron menos conidios

respecto del control en todas las evaluaciones con fungicidas; encontrandose ademas
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que en los medios suplementados con carbendazim+epoxiconazole no hubo desarrollo
de ellas en ninguno de los tratamientos.

Se hallaron diferencias significativas con el control en los tratamientos B, Cy D
de los medios suplementados con flusilazole, habiéndose obtenido -97,7; -89,8 y -90,8
% respectivamente; al igual que en el tratamiento C con difenoconazole cuya
produccion de conidios fue inhibida en un 81,4 %. No se hallaron diferencias
significativas en los restantes tratamientos ni en los suplementados con tebuconazole
(tablas 57, 58, 59, 60; fig. 33).

Colonias en cultivo

Segln se observa en la l[amina 9, no hubo desarrollo de colonia en ninguno de
los tratamientos con carbendazim+epoxiconazole.

En los medios suplementados con flusilazole se obtuvieron colonias de no mas
de 5 cm de didmetro en el tratamiento A y en los B, C y D solo se desarrollaron sobre el
disco de siembra. Hubo formacidn de conidios en todos ellos.

Con respecto a los medios con tebuconazole y difenoconazole se obtuvieron
colonias que en ninguno de los tratamientos alcanzaron el borde de la caja de Petri, pero
se observd que disminuian su tamafio a medida que aumentd la concentracion de

fungicida. En todos los casos se produjeron conidios (Lamina 12).

Crecimiento lineal (cm/h)
El crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio APG suplementado
con fungicidas, consta en la tabla 61 y en la fig. 32.
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Tabla 61. Crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio APG suplementado

con fungicidas.

Diametro de colonia (cm)

Tiempo de cultivo (horas)

Fungicida(ml/l) Control 0 24 48 72 96 120 144 168
Control 05 39 61 9 9 9 9 9

A-0,01 05 11 16 26 3 36 47 55
Tebuconazole B-0,02 05 09 14 23 27 31 41 49
C-0,03 o5 07 11 17 22 24 32 38

D-0,04 05 06 09 16 18 21 27 34

Control 05 28 69 9 9 9 9 9

A-0,5 05 14 23 35 47 53 7 7,6
Difenoconazole B-1 0,5 1,2 18 25 38 43 51 59
C-2 0,5 1,1 1,8 2,3 3,4 4 47 51

D-3 0,5 1 14 19 29 32 36 4.2

Control 0,5 4 6,7 9 9 9 9 9

) A-0,002 05 13 19 33 41 47 5 5,3
Flusilazole B-0004 05 06 1 1,3 16 17 2 23
C-0,006 05 05 1 15 1.8 2 23 24

D-0,008 05 06 11 19 24 26 28 28

Control 0,5 4 6,7 9 9 9 9 9

Carbendazim A-0,01 05 06 09 1,6 1,9 2 23 24
+Epoxioonazole B-0,02 05 05 05 05 05 05 05 05
C-0,03 05 05 05 05 05 05 05 05

D-0,04 05 05 05 05 05 05 05 05

Nota: Los datos destacados en rojo corresponden a las dosis de campo.
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Fig. 32. Crecimiento de Trichoderma sp. desarrollado en medio de cultivo APG

suplementado con fungicidas.

Se observo que hubo inhibiciéon del crecimiento en todos los tratamientos con

fungicidas en relacion al incremento de sus concentraciones, hallandose diferencias

significativas en cada uno de los niveles evaluados.

Se destacd carbendazim + epoxiconazole por la mayor actividad fungicida, en éste se

observo que solo en el tratamiento A hubo desarrollo de colonia, no encontrandose

formacion de micelio en los restantes tratamientos. Seguido en orden descendente de

inhibicidn se encontraron flusilazole, tebuconazole y difenoconazole (fig. 32).
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CONCLUSIONES

Herbicidas

1) Los herbicidas acetoclor, trifluralina, imazetapir, pendimetalin y metolacloro

2)

3)

favorecieron la formacién de esclerocios de S. minor en bajas concentraciones

a)

b)

c)

d)

Acetoclor y trifluralina tienen efecto estimulador de la formacion de esclerocios
de S. minor en todas las concentraciones evaluadas.

Imazetapir, metolaclor y pendimetalin reducen la produccion de esclerocios solo
en altas concentraciones.

Trifluralina, metolacloro y acetoclor favorecen la formacién de esclerocios en
las concentraciones equivalentes a las recomendadas a campo.

Las mezclas de herbicidas imazetapir+acetoclor no afectan la formacién de

esclerocios.

La formacidon de esclerocios de S. rolfsii es afectada de diferentes maneras por los

herbicidas:

a)

b)

Imazetapir, acetoclor, metolacloro y la mezcla imazetapir+acetoclor 1:1,5
favorecen la formacion de esclerocios.
Trifluralina y pendimetalin ejercen efecto inhibidor de la formacion de

esclerocios.

Trichoderma sp es afectado de diferentes maneras por los herbicidas:

a)

b)

c)

Acetoclor tiene un efecto positivo sobre la formacion de conidios,
incrementandose este efecto con el aumento de la concentracion del herbicida.
Imazetapir y pendimetalin favorecen la formacion de conidios en las respectivas
concentraciones equivalente a las recomendadas a campo.

Trifluralina, metolacloro y la mezcla imazetapir+acetoclor 1:1,5 redujeron la

formacion de conidios.

Fertilizantes

1) El nitrégeno en su forma inorganica (nitrato o amonio) y organica, estimula la

formacion de distintas estructuras de S. minor:

a) El nitrato favorece el desarrollo de colonias pero inhibe la produccion de

esclerocios.

b) EIl amonio favorece el desarrollo de colonias y la produccién de esclerocios .
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c) El nitrogeno organico favorece el desarrollo de colonias pero no la formacion de
esclerocios.
d) No se observa relacion entre formacion de esclerocios y la relacion C/N.
2) S. rolfsii es capaz de utlizar nitrogeno en su forma inorganica (nitrato o amonio) y
organica para el desarrollo de colonias y produccion de esclerocios.
a) Laproduccion de esclerocios es inhibida con la disminucion de la relacion C/N.
3) Trichoderma sp. es capaz de asimilar nitrogeno en su forma inorgénica (nitrato o
amonio) y organica estimulando la produccion de distintas estructutras:
a) El nitrato de potasio y la urea influyen positivamente sobre la formacién de
conidios, mientras que el desarrollo de colonia no es significativo.
b) EI nitrégeno organico favorece la formacion de colonias pero no la produccion
de conidios.
c) La alta relacion C/N estimula la formacion de conidios, mientras que la baja la
reduce, si el fosfato diaménico no estaba presente
5) Los tres hongos son capaces de crecer en el medio MS sin N, sin embargo solo S.
minor y Trichoderma sp. manisfestaron diferencias significativas en cuanto a la

biomasa y cantidad de conidios respectivamente.

Fungicidas
1) Los fungicidas afectan de diferente manera, segun sea el fungicida, a la formacion
de esclerocios de S. minor:
a) Carbendazim+epoxiconazole, flusilazole y tebuconazole ejercen un mayor
control sobre la formacion de esclerocios S. minor.
b) Difenoconazole estimula la formacién de esclerocios con el incremento de su
concentracion.
2) S. rolfsii es afectado negativamente por tebuconazole, carbendazim+epoxiconazole,
flusilazole y difenoconazole siendo flusilazole el de menor efecto inhibitorio.
3) Trichoderma sp. es afectado por todos los fungicidas evaluados segun un gradiente
de mayor a menor: carbendazim+epoxiconazole, flusilazole, tebuconazole y

difenoconazole.
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CONCLUSIONES GENERALES

1)

2)

Los agroquimicos (fertilizantes, herbicidas y fungicidas) empleados en el sistema
productivo manisero de Cordoba, pueden haber favorecido el incremento del
“tizon” (Sclerotinia minor) y del “marchitamiento” (Sclerotium rolfsii) del mani
desde comienzos de la década de 1990.

Los agroquimicos aconsejables para su aplicacion en el sistema productivo, segun el
criterio Backman et al. (1975) de seleccionar aquellos que controlando al patégeno

afecte lo menos posible a controlador biol6gico natural Trichoderma sp. serian:

Herbicidas
a) Acetoclor

b) Pendimetalin

Fertilizantes
a) Urea, empleado en sus concentraciones minimas

b) Nitrato de potasio

Fungicidas

a) Difenoconazole
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CAPITULO VI
DISCUSION

Efecto de los herbicidas

Sclerotinia minor

Todos los herbicidas incluidos en este trabajo (acetoclor, imazetapir,
metolacloro, pendimetalin, trifluralina) favorecieron la produccion de esclerocios en sus
dosis menores, mientras que a mayores el comportamiento fue variable. Asi, mientras
con acetoclor y trifluralina se mantuvo el mismo efecto, con pendimetalin, imazetapir y
metolacloro hubo reduccion de la formacion de esclerocios asociada al aumento de la
concentracion. Ademas, con estos tres herbicidas no solo se produjeron menos
esclerocios y de mayor tamafio a las mayores dosis, sino que también el patron de
distribucion de los esclerocios sobre el medio de cultivo fue diferente. Asi, mientras en
presencia de metolacloro se form6 un anillo esclerocial continuando la colonia su
crecimiento, con pendimetalin si bien se formo también un anillo esclerocial y con
imazetapir varios en disposicion concéntrica, en ambos casos las colonias no
sobrepasaron su crecimiento a partir de ellos. Al respecto Bozarth y Tweedy (1971)
demostraron que el tamafio de los esclerocios estd inducido por la presencia de
productos metabdlicos como los acidos organicos; sugiriéndose que los herbicidas
podrian haber inhibido alguna via metabo6lica causando su acumulacion vy
consecuentemente el aumento del tamafio de los esclerocios, lo que pudo haber ocurrido
en los tratamientos con pendimetalin.

En el medio adicionado con mezcla de imazetapir+acetoclor, el comportamiento
de este hongo no coincidi6 con el obtenido sobre los herbicidas empleados
separadamente. El patron de distribucion de esclerocios en la mezcla 1:1 tendid a
distribuirse uniformemente y en la 1:1,5 formaron un anillo cercano al borde de la caja
de Petri pero de aspecto “festoneado”. El niimero de esclerocios fue idéntico al del
control en ambas mezclas. Es posible que el efecto inductor del acetoclor haya sido
contrarestado por el imazetapir.

En distintos trabajos se ha demostrado que algunos pesticidas favorecen el
desarrollo de los hongos a bajas concentraciones y lo reducen a altas, lo que coincide
con los resultados obtenidos en este trabajo con metolacloro, pendimetalin e imazetapir
(Casale y Hart, 1986; Katan y Eshell, 1973; Wilcox, 1996). Por el contrario, otros
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autores sefialan que hay estimulacion del crecimiento de hongos patdgenos
coincidentemente con lo observado en los medios suplementados con trifluralina y
acetoclor (Altman 1969; Altman y Campbell, 1977; Sezgin, 1978; Altman y Rovira,
1989).

Es claro que de los herbicidas evaluados, los de mayor eficiencia para disminuir
el potencial in6culo fueron metolacloro e imazetapir en las concentraciones méas bajas.
No obstante ello, el causante de mayor toxicidad sobre la colonia fue pendimetalin, ya
que en su concentracion mas alta el micelio no continué creciendo una vez formados los

esclerocios.

Sclerotium rolfsii

El efecto adverso de las dinitroanilinas sobre diversos hongos ha sido sefialado
en numerosos trabajos (Wilcox, 1996; Rodriguez-Kabana et al., 1969; Teasdale et al.,
1978; Jonhson 111 et al., 1994) habiéndose demostrado que afectan la division celular e
inhiben la germinacion miceliogénica de S. rolfsii (Radke y Grau, 1986). En el presente
trabajo, pendimetalin y trifluralina, ambos herbicidas del grupo de las dinitroanilinas,
ejercieron efecto negativo sobre la produccion de esclerocios S. rolfsii. A este respecto
es interesante sefialar que Bozarth y Tweedy (1971) demostraron que trifluralina inhibi6
el crecimiento de S. rolfsii junto a otros tres herbicidas probados individualmente. Este
herbicida resultd ser el que caus6 mayor reduccion del nimero de esclerocios (45 %) a
la concentracion minima. Experimentos realizados a campo recientemente, demostraron
que una aplicacion de dosis doble de trifluralina controla eficientemente el
“marchitamiento del mani” (March, 2003, com. pers.).

Si bien metolacloro, acetoclor e imazetapir, favorecieron la formacion de
esclerocios a la minima concentracién, en las restantes la redujeron. Sanogo et al.
(2000) comprobaron a través de estudios in vitro, que imazetapir redujo la formacion de
conidios de tres aislamientos de Fusarium solani, sefialando la diversidad de efectos
frente a distintos hongos de suelo.

Con imazetapir y metolacloro se destacd una estimulacion en la formacion de
esclerocios a bajas concentraciones seguido de un notable efecto inhibitorio a medida
que aumentaba su concentracion, lo que coincide con trabajos previos en los que se
observo que algunos herbicidas estimulan a bajas concentraciones y reducen a altas.
Considerando estos resultados y que en general las concentraciones de los herbicidas en

suelo disminuyen por infiltracién, evaporacion, fotodescomposicion y descomposicién
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microbiana, es posible que una situacién analoga ocurra a campo también con estos
herbicidas.

Por otra parte, como también fue afectada la viabilidad de los esclerocios, el
potencial indculo de S. rolfsii esté representado por el nimero de esclerocios producidos
y viables. Asi, el herbicida que mas afectd la viabilidad fue pendimetalin, seguido por
acetoclor, trifluralina, metolacloro e imazetapir.

Imazetapir fue el herbicida que produjo la mayor cantidad de esclerocios y a su
vez los de mas elevada viabilidad; por el contrario pendimetalin fue el herbicida de
mayor accién fungicida, por afectar tanto la producciéon de los esclerocios como su
viabilidad.

En los tratamientos suplementados con la mezcla de imazetapir+acetoclor, no se
observaron resultados similares a aquellos obtenidos con los herbicidas adicionados
individualmente. Es factible que por mezclarlos se haya producido una respuesta

intermedia.

Trichoderma sp.

En general Trichoderma sp. no fue afectado en forma notable por los herbicidas
evaluados en este trabajo. Sin embargo, es interesante sefialar que con acetoclor e
imazetapir se observO una tendencia a incrementar la formacion de conidios con el
aumento de la concentracion.

La trifluralina afectd desfavorablemente la formacion de conidios en todas las
concentraciones, mientras que pendimetalin la estimuld. Metolacloro se comporté de
manera similar a esta Gltima.

En los tratamientos con la mezcla de imazetapir+acetoclor, al igual que con S.
minor y S. rolfsii, aumentd la formacién de conidios cuando fueron empleados
individualmente, pero al mezclarlos no se diferenciaron significativamente del control.

Alvarez et al. (1994), al evaluar especies celuloliticas presentes en el suelo luego
de aplicacion de herbicidas, demostraron que habia mayor diversidad de especies
fangicas celuloliticas durante los 7 primeros dias luego de aplicacion de los herbicidas,
lo que implica no solo que las especies tuvieron una buena tolerancia al agroguimico,
sino que probablemente hayan sido capaces de utilizarlo como nutriente. Por su parte,
Haney et al. (2002) indicaron que la mineralizacion del carbono y el nitrégeno fue
sensible al agregado de glifosato y atrazina. El agregado de estos herbicidas de baja

relacion C/N estimuld la actividad microbiana, aumentando consecuentemente la
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mineralizacion. Es posible que un mejor aprovechamiento de la fuente de energia sean

la/las razones del incremento causado por el acetoclor.

Efecto de los fertilizantes

Sclerotinia minor

Los resultados obtenidos indican que hubo una correlacion positiva entre la forma
de nitrégeno disponible y los esclerocios producidos. Si bien se formaron esclerocios en
los tratamientos con nitrato de potasio no superaron al control; por el contrario, en los
suplementados con  compuestos amoniacales lo  superaron  ampliamente.
Coincidentemente a lo afirmado por Huber y Watson (1974), como esté involucrado un
amplio rango de interacciones fisiologicas en la relacion parasito-hospedante, no hay
ningin modelo fisiol6gico simple que represente estas interacciones. Generalmente es la
forma en que se presenta el nitrogeno, lo que afecta la severidad de la enfermedad o la
resistencia a la misma mas que la cantidad.

En los tratamientos de concentraciones intermedias se destaco el fosfato
diamonico, el cual favorecio la formacion de esclerocios mas que en el control. No
obstante esto, el peso de la masa esclerocial se mantuvo sin diferencias significativas, lo
que implica que el tamafo de los esclerocios disminuyd. Es posible que el amonio haya
sido aprovechado directamente (Paul y Clark 1989), por lo que se infiere que la enorme
diferencia de cantidad de esclerocios fue debida a la méaxima asimilacion del nitrogeno
por la completa disponibilidad de la fuente de carbono aportada por el APG y la
ausencia de nitratos.

Los experimentos con nitrato de potasio demostraron que se produjo una
reduccion en el namero de esclerocios en todos los tratamientos respecto del control, sin
embargo su peso en los tratamientos correspondientes a las concentraciones mas bajas
fue disminuyendo a medida que incrementaba la concentracion, por aumento del peso
unitario de los esclerocios producidos. La menor formacién de esclerocios podria
deberse a que el crecimiento a expensas del nitrato tiene un coeficiente de
mantenimiento considerablemente mayor respecto al uso de las otras fuentes de
nitrégeno alternativas, lo que se quedd reflejado en las pendientes de las curvas de
crecimiento, realizadas en el ensayo de asimilacion de nitrogeno.

Con respecto al nitrato de amonio, donde se observo un descenso en la cantidad

de esclerocios asociado al incremento de la concentracion, y considerando que la
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reduccion del nitrato no se realiza hasta que el amonio sea consumido, es posible que
este Ultimo haya sido utilizado inicialmente sumado al efecto inhibitorio del nitrato.

Por su parte, los medios con urea fueron los Unicos que indujeron mayor
produccidn de esclerocios en las concentraciones mas altas. La colonia desarrollada en
éstas tuvo un patron de crecimiento distinto del control, con escaso crecimiento y
esclerocios periféricos, evidenciando situacion de estrés. Se debe tener en cuenta que el
C producido por la hidrolisis de la urea no es asimilable (Madan y Thind, 1998).

Huber et al. (1965) demostrd que la forma de nitrogeno es el factor determinante
que modifica la severidad de las enfermedades por los microrganismos de suelo. Segun
este autor, el tipo de fuente de nitrégeno influye sobre la produccion de esclerocios de S.
minor, estando relacionado ademas con la relacion C/N, en la que el C disponible limita
o0 induce la asimilacion de nitrogeno y subsiguiente formacion de esclerocios. En este
trabajo se observé que en los tratamientos con nitrato hubo notables diferencias de
produccion de esclerocios respecto de aquellos con amonio. Esto podria atribuirse a que
la asimilacion de nitrato requiere mayor consumo de mantenimiento y ejerce efecto
adverso sobre la produccion de esclerocios. Al respecto, Tanrikut y Vaughan (1951)
demostraron que el crecimiento radial de S. sclerotiorum disminuyd por la presencia de
nitrato de sodio, pero no afectdé la formacion de esclerocios. Los mismos autores
sostuvieron que de los nutrientes evaluados, solamente nitrégeno, fésforo y hidratos de
carbono parecieron ser importantes en el crecimiento de las colonias y en la formacion
de esclerocios por S. sclerotiorum. Ademas, encontraron que el desarrollo de este hongo
fue similar al reemplazar el amonio por el nitrato, creciendo normalmente sobre un
medio con nitrato de amonio al igual que cuando se agregaron nitrato y amonio
individualmente. Teniendo en cuenta estas consideraciones con respecto a la
asimilacion de nitroégeno por S. minor, y siendo la cantidad de carbono disponible la
misma en todos los medios probados, los resultados no coincidieron con los obtenidos
en cuanto a la formacion de esclerocios; aunque es importante sefialar que Tanrikut y
Vaughan (1951) no hicieron referencia a la cantidad de C disponible en el medio de
cultivo.

Por su parte, en el ensayo de asimilacion de nitrégeno la velocidad de
crecimiento en medio adicionado con fosfato diamonico fue mayor a la obtenida con
urea y nitrato de potasio, siendo similares entre si las correspondientes a estas dos
ultimas. Es posible que la hidrélisis de la urea y reduccion del nitrato, metabolismos

dirigidos a obtener amonio, hayan empleado parte del C disponible como fuente de
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energia para dicho metabolismo, mientras que en presencia de amonio este fue
incorporado directamente sin transformaciones, produciendo consecuentemente mayor
rendimiento en la cantidad de esclerocios producidos.

En cuanto a la biomasa desarrollada, no se evidenciaron preferencias por amonio
0 nitrato. Tanto en los medios suplementados con urea, como los de nitrato de potasio y
fosfato diamonico, si bien desarrollaron més biomasa que sobre el control, no se
diferenciaron significativamente de él. Ademas se evidencid que este parametro de
crecimiento no fue afectado por la relacion C/N, ya que no se observaron diferencias
entre la obtenida en APG con el medio MS, cuyas relaciones C/N son de valores
opuestos (33,2/1; 0,75/1; respectivamente).

Considerando que la colonia de S. minor en el medio MS sin N fue similar a la
desarrollada en el medio provisto de nitrégeno, surge el interrogante de cuél fue el
origen de este Ultimo. A este respecto, Tanrikut y Vaughan (1951) mostraron que S.
sclerotiorum se desarrolla sobre medio de cultivo sin nitrégeno, produciendo colonias
delgadas, escasas y con pocos esclerocios que cubren toda la caja luego de 3-5 dias.

Por su parte, Wang y Tourneau (1972) afirmaron que S. minor es capaz de
asimilar el nitrogeno organico, aunque no siempre favorece la formacion de esclerocios,
coincidiendo con los resultados obtenidos en estos estudios.

Del presente trabajo surge que S. minor es capaz de asimilar amonio o nitrato y

también nitrégeno organico.

Sclerotium rolfsii

Si bien no se encontraron diferencias significativas en la produccion de
esclerocios de S. rolfsii frente a fertilizantes nitrogenados, se observo una disminucién
del numero de esclerocios con el aumento en la concentracion de los fertilizantes. Se
destacé el medio con urea por haberse desarrollado los esclerocios de mayor tamafio en
las concentraciones mas altas.

Los resultados coinciden con trabajos realizados anteriormente en cultivo in
vitro (Avizohar-Hershenson y Shacked, 1968) y a campo, empleando concentraciones
superiores a las equivalentes de este trabajo, las que produjeron una disminucion en las
enfermedades causadas por S. rolfsii (Punja, 1989). Al contrario de estos resultados,
Lakpale et al. (1995) comprobd por estudios in vitro que urea y nitrato de potasio
inducian la formacion de mayor cantidad de esclerocios de R. solani. Estos resultados

indican el diferente efecto de los fertilizantes segln sea la especie fungica.
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En las pruebas de viabilidad se recolectaron mas esclerocios que los sembrados.
Esto ocurrio tanto en el control como en los tratamientos, sin embargo la diferencia fue
mayor, aunque no significativa, en los tratamientos correspondientes a las
concentraciones mas bajas, posiblemente debido a diferente contenido de energia
enddgena en los esclerocios desarrollados sobre los diferentes medios. A este respecto,
Rago et al. (1997) sefialaron las marcadas diferencias de energia enddgena disponible
en los esclerocios segun sea el sustrato sobre el cual se hayan desarrollado.

Henis y Chet (1968) demostraron que exceptuando el amoniaco, ninguna
enmienda nitrogenada ejercié efecto toxico sobre la germinacion de esclerocios, solo
afectaron indirectamente incrementando la actividad antagonista de los microrganismos
de la interfase esclerocio/suelo. No obstante no se hizo mencién en ninguna publicacion
consultada respecto a que se produjeran esclerocios de novo en alguno de los
tratamientos.

En los ensayos de asimilacion de nitrégeno, en general la cantidad de esclerocios
producidos fue similar en todos los medios evaluados excepto con MS y APG, los que
produjeron 2,9 y 3,8 veces mas esclerocios que la media de los restantes tratamientos,
respectivamente. Punja (1989) plante6 como necesario una baja relacion C/N para que
se induzca la formacion de esclerocios y alta para que haya abundante desarrollo de
estos, coincidiendo con los resultados de este trabajo, ya que en el medio MS y APG la
relacién C/N fue 0,75/1 y 33,6/1 respectivamente, mientras que en el resto fue 6/1.

Es interesante sefialar que las colonias de S. rolfsii en urea fueron las de
crecimiento mas rapido, pero produjeron menos esclerocios, siguiéndole las
desarrolladas en fosfato diamonico y nitrato de potasio. Ademas se observé que la curva
de crecimiento en MS sin N + tripteina fue similar a la obtenida en APG, pero en este
ultimo la cantidad de esclerocios formados fue 2,8 veces superior.

Por su parte, la colonia correspondiente a MS sin N mostré una curva de
crecimiento medido como incremento del didmetro similar al control, no obstante esta
ultima tenia aspecto translicido y casi imperceptible a simple vista. Al igual que con S.
minor, surge el interrogante de cudl fue el origen del nitrdgeno empleado para este
crecimiento.

Considerando los resultados de la produccion de esclerocios obtenidos en
medios con fertilizantes nitrogenados, adicionados con distintas fuentes de nitrogeno y
evaluados en un amplio rango de relacion C/N (4/1-30/1), podria inferirse que la

produccién de esclerocios es directamente proporcional a la relacion C/N. En las
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experiencias con fertilizantes nitrogenados esto se comprobd en las concentraciones mas

bajas, en las que al suplementarle nitrégeno disminuyo la produccion de esclerocios.

Trichoderma sp.

Hubieron dos efectos opuestos en la formacion de conidios segin sea el
fertilizante y la concentracion empleada. Las concentraciones menores, suplementadas
con nitrato de amonio, nitrato de potasio y urea promovieron la formacion de conidios,
no asi con fosfato diamonico. No obstante, en todos los fertilizantes evaluados las
concentraciones mas altas produjeron efecto inhibitorio en la formacion de conidios.

Es posible que en los medios con nitrato de amonio la fuente de carbono debid
distribuirse entre asimilacion de amonio, reduccion del nitrato y asimilacion del amonio
resultante, obteniéndose como consecuencia menor rendimiento en la produccion de
conidios.

Si bien no se observaron diferencias en el desarrollo de las colonias
alcanzéndose el diametro maximo a las 72 hs, en todos los experimentos se produjo un
retraso de su avance a las 48 horas, siendo mas notable a medida que aumentaba la
concentracion del fertilizante empleado.

En el ensayo de asimilacion de nitrégeno, las diferentes fuentes de nitrogeno no
afectaron significativamente el crecimiento de las colonias, excepto en los medios con
MS sin N + caseina y MS que alcanzaron el borde de la caja a las 96 h, en lugar de 72 h
como el resto, y el control que no completd su crecimiento.

Por el contrario, si fue afectada la produccion de conidios, la que fue
significativamente superior en los medios de cultivo suplementados con nitrato de
potasio y urea, no asi con fosfato diamonico, lo que coincide con los experimentos de
fertilizantes.

Segln Fang y Liu (1988), T. harzianum es un hongo productor de ureasa, lo que
explicaria el significativo aumento de conidios en presencia de urea.

Con respecto al fosfato diamoénico, no hubo diferencias en la cantidad de
conidios producidos entre el control APG y los tratamientos, y en el ensayo de
asimilacion de nitrgeno fueron escasos. Sin embargo, quedd demostrado que es capaz
de asimilar amonio porque en los medios con urea hubo un notable crecimiento. La
presencia del fosfato tendria entonces efecto inhibitorio sobre la asimilacion del amonio.
De manera similar con el medio MS, conteniendo ambos tipos de nitrogeno la cantidad

de conidios no se diferencid del control, sin embargo la formulacién de este medio
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contiene fosfato de potasio el que puede haber ejercido también en este caso efecto
inhibitorio. Una suposicion alternativa respecto al medio MS es que la relacién C/N sea
demasiado baja para los requerimientos de este hongo.

Con MS sin N + caseina y tripteina el desarrollo de conidios fue muy escaso,
aun cuando la colonia producida resulté similar a la de los restantes tratamientos.

Por otra parte, conidios obtenidos sobre el medio MS sin N fue semejante a la
producida sobre urea y nitrato de potasio, no habiéndose determinado cual fue el origen
del N en estos medios.

Al correlacionar estos resultados con la relacion C/N surge que cuando es
excesivamente baja hay menor formacion de conidios. Esto se comprobd en el
experimento con fertilizantes en el que se formaron menor cantidad de estos a medida

que aumentaba el N en el medio.

Efecto de los fungicidas

Sclerotinia minor

En general, difenoconazole estimuld la formacion de esclerocios a medida que
aumento su concentracion, no obstante tuvo efecto tdxico sobre la colonia. En efecto,
mientras el crecimiento de la colonia se restringid, la via metabolica de produccién de
esclerocios no resultd alterada, o quizas se activd el mecanismo de sobrevivencia del
hongo formando sus estructuras de resistencia frente a las condiciones adversas de
crecimiento. Por el contrario, con  tebuconazole,  flusilazole vy
carbendazim+epoxiconazole hubo escasa formacion de esclerocios en la concentracién
mas baja, observandose una alta eficiencia fungicida en los restantes tratamientos. Los
resultados correspondientes a carbendazim son coincidentes con los de Singh y Kapoor
(1996) trabajando con S. sclerotiorum, pues demostraron que este fungicida inhibi6 el
crecimiento micelial con efecto adverso sobre la produccion de esclerocios. De manera
similar, Porter y Lankow (1981) en sus experimentos in vitro con S. minor, demostraron
que el crecimiento micelial y la produccion de esclerocios fue inhibida por benomyl,
fungicida del grupo de los bencimidazoles al igual que carbendazim. Por el contrario,
Adams y Wong (1991) encontraron que S. minor no fue afectado por benomyl cuando

fue aplicado al suelo.
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Sclerotium rolfsii

En coincidencia con los resultados de este trabajo, distintos autores han
demostrado la actividad fungicida de tebuconazole y difenoconazole sobre S. rolfsii in
vitro y a campo (Adiver y Anahosur, 1995; Bowen et al., 1997; Brenneman et al.,
1991).

Por su parte flusilazole y carbendazim+epoxiconazole en las concentraciones
mas altas afectaron también el desarrollo de las colonias de S. rolfsii y en distinto grado
la formacion de esclerocios. A este respecto, Rondon et al. (1995) comprobaron que
carbendazim in vitro afectaba la produccién de esclerocios solamente a elevadas
concentraciones. Sin embargo Backman et al. (1975) indicaron que benomyl no tuvo
actividad in vitro sobre S. rolfsii.

Trichoderma sp.

En general, todos los experimentos afectaron la formacion de conidios y el
desarrollo de colonias, pero carbendazim+epoxiconazole resultd altamente toxico, ya
que en ninguno de los tratamientos hubo desarrollo de colonia ni de conidios. Viji et al.,
(1997) encontraron resultados similares cuando evaluaron el efecto de carbendazim y
benomyl, los que suprimieron totalmente el crecimiento de Trichoderma sp. en ensayos
in vitro. La respuesta diferencial de los antagonistas a los fungicidas podria deberse a su
resistencia inherente a la mayoria de ellos y su capacidad para degradarlos (Viji et al.,
1997). Tambien Backman et al. (1975) los que evaluaron la relacion entre la incidencia
de S. rolfsii y la toxicidad de los fungicidas para control de la viruela del mani,
determinando la actividad in vitro y a campo de benomil y clorotalonil, sobre
Trichoderma sp. y S. rolfsii benomil no tuvo efecto sobre S. rolfsii, pero resulto
altamente toxico para Trichoderma sp., registrandose a campo un aumento significativo
de la severidad de la enfermedad. Por su parte, clorotalonil in vitro fue altamente tdxico
para S. rolfsii, mostrando escasa actividad sobre Trichoderma sp., sin observarse
cambios notables a campo en la severidad de la enfermedad. Estos resultados
demuestran el importante rol de Trichoderma sp. como antagonista de S. rolfsii

En general, con flusilazole hubo escasa formacién de conidios excepto en la
concentracion mas baja. Con respecto a tebuconazole y difenoconazole se observo
actividad antifungica tanto en la produccion de conidios como en el desarrollo de
colonia, evidenciandose una disminucion del crecimiento en ambos parametros a

medida que aumentd la concentracion del fungicida. Segun Mondal et al. (1995), el
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micelio de seis especies de Trichoderma fue inhibido por el agregado de carbendazim y

tebuconazole al medio de cultivo.
Por lo anteriormente expuesto es posible ordenar los fungicidas de mayor a
menor grado de toxicidad respecto a Trichoderma sp.: carbendazim+epoxiconazole,

flusilazole, tebuconazole y difenoconazole.
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