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I. INTRODUCCION

El mani, es una planta oleaginosa que pertenece a la
familia leguminosae cuyos granos contienen aproximadamente
45% de aceite y 25% de proteinas. Se le cultiva intensiva-
mente, pues de sus semillas se extrae una de las mayores

cantidades de aceite que se produce en el mundo.

En el Peru, el cultivo del mani ocupa aproximadamente

3,000 ha, llegando a una produccién de 5,000 tm (21).

El mani variedad “"Italiano Casma" es ampliamente
cultivado en 1la Provincia de Casma, Dpto. de Ancash. La
variedad mencionada, estd ampliamente difundida por sus
buenas caracteristicas agronémicas: crecimiento arbustivo,
grano con alto porcentaje de aceite, grano suave Yy de
agradable sabor; en la alimentacién es ampliamente
utilizada ya sea en la preparacidén de platos tipicos y en
la industria para la fabricacién de chocolates, helados y

aceite.

En la actualidad son pocos los campos maniceros libres
del problema del cancer (denominacidén local), enfermedad
que es causada por Sclerotium rolfsii Sacc. vy que llega &
afectar el 80 a 100% de plantas en fructificacidén. Un campo
virgen rinde muy bien en la primera campafia, peroc en la
tercera campafia la cosecha es poca o nula, por lo cual el
agricultor prefiere abandonar el campo ¥y va en busca de un
campo virgen u opta por sembrar otro cultivo, pero como el

clima de la zona favorece al honge polifago (ataca 189
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especies diferentes de plantas) puede mantenerse viable en

el suelo por muchos afios bajo la forma de esclerotes.

El patégeno esta ampliamente distribuido a nivel mundial
en climas tropicales y subtropicales, es un parasito
facultativo que sobrevive en el suelo en restos de cultivos
y malezas, 1o cual dificulta el control del patégeno; se
suma a esto el desconocimiento de las formas de control por

parte del agricultor y la escasa eficacia de estos.

En los tltimos afios se han desarrollado técnicas para el
uso de microorganismos antagdénicoe a S. rolfsii . Especies
del genero Trichoderma spp. han dado resultados promisorios
favorables &al actuar como micopardsito afectando micelio y

esclerotes de 3. rolfsii (32, 38, 52).

Por la importancia que vrepresenta 8. rolfsii para
diversos cultivos y ante la falta de literatura nacional
sobre el control de §. rolfsii con Irichoderma wviride
Pers.: Fr. , se propuso desarrollar el presente trabajo,

con el objetivo siguiente:

- Determinar el(los) fungicida(s) gue aplicado(s)
simultaneamente con Trichoderma viride actien controlando a

Sclerotium rolfsii.



ITI. REVISION

El mani (Arachis

de origen la region
del Paraguay; otros
Africa. El1 cultivo

posteriormente a las

otro lado, existen

tumbas precolombinas

DE LITERATURA:

hvpogaea L.) tiene como posible centro

comprendida entre Brasil y el centro

lo consideran originario de China vy

posiblemente se difundié a México y

zonas tropicales de Asia y Africa. Por

reportes de hallazgos de granos en

(14).

Segin estadisticas de la FAO (21) para 1990, los mayores

productores fueron la India,

mundial de 1,157 kg/ha de mani

cultivaron 3,000 ha
kg/ha, totalizando
5,000 tm

mundial.

El mani
climas subtropicales

y S), desde

Requiere de 400-600 mm de agua,

abundante
sequias,

vegetativo vy escasa

suelo con buen drenaje,

representando el

se cultiva en

el nivel del mar hasta

iluminacidn.

China, EE.UU., con un promedio

en cascara. En el Perd, se

con un rendimiento promedic de 1,438
una produccién de mani en cascara de

0,24% de la produccién total

zonas tropicales, adaptandose a

v regiones templadas (30° de latitud N

los 1,000 m.s.n.m.

temperatura mayor a 22° C y

No tolera heladas, no resiste

el exceso de humedad produce abundante desarrollo

fructificacién. El cultivo requiere

riegos ligeros, suelos francos a

franco arenoso, materia orgédnica y fertilizacidn de calcio.

El mani es una leguminosa que presenta

v tetraploides en las

formas diploides

variedades comerciales. La caracte-
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rigtica principal de la planta es la fructificacidn, las
flores luego de la fecundacibén desarrcllan el gindéforo, el
cual crece hacia arriba y luego aceleradamente hacia el
suelo. Este pedinculo floral o "clavo" penetra al suelo
llevando el ovario fecundado a unos 15 cm de profundidad
donde el fruto incrementa su volumen. El fruto es una vaina
de 1-6 cm de longitud, con determinado nuUmero de semillas,

la forma, tamafio v color depende de las variedades.

El mani en nuestro pais se cultiva en la costa en: San
Lorenzo (Piura), Vird, BSanta, Chimbote, Casma, Huaura,
Cafiete, Chincha e Ica, v en la selva en: Tarapoto,
Aucayacu, Rio Apurimac, Quillabamba, Pucallpa e Iquitos.
Lag variedades mds cultivadas son: Blanco Tarapoto, Nor
Carolina 126. Nor Carolina 2, Tarapoto e Italiano Casma. La
variedad "Italiano Casma" se caracteriza por su precocidad,
madura a los 100-120 dias de la siembra, con un rendimiento
de 1,970 a 2,740 kg/ha de semilla, vy con 48,6 a b50% de

grasa (14).

Los principales problemas sanitarios lo constituyen
insectos de suelo (Agrotis sp., Feltia sp.. Spodoptera sp.,
Elasmopalpus lignosellus), comedores de follaje (Anticarsia
gemmatalis). barrenadores de brotes (Epinotia aporema,
Stegasta bosguella), picadores chupadores (Irips sp.) v
acaros (Tetranichus sp.).. Entre las enfermedades, la
chupadera fungosa (Rhizoctonia sp.), pudricidn radicular
(Fusarium sp.), prodredumbre del tallo (Sclerotium rolfsii),
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podredumbre del cuello (Diplodia sp., Rhizopus sp.), roya
(Puccinia arachidis), manchas foliares (Cercospora sp.,
Alternaria sp.) y ‘“virosis". 8. rolfsii es el mayor
problema fitosanitario por su sobrevivencia y falta de

control quimico.

En mani, S. rolfasii causa la enfermedad denominada moho
blanco, pudricién de pié, pudricién del tallo, pudricién
del cuello 6 pudricibn basal, causando pérdidas gue pueden

llegar al 80% del rendimiento (4, 35).

2.1 ANTECEDENTES Y DISTRIDUCION DE S, rolfesii

8. rolfsii es considerado un patégeno serio en muchos
cultivos de importancia econémica en regiones tropicales y
subtropicales del mundo (4, 10, 11, 15), infesta todo tipo

de suelo y en cualguier época del afio.

5. rolfsii es la especie mds comin de hongos de suelo,
puede causar pérdidas econémicas de consideracidén en zonas
donde prevalecen temperaturas altas durante las estaciones

de lluvias y presencia de plantas susceptibles (4).

Este patégeno es comin en el sur de los Estados Unidos,
América Central, la regién del Caribe, América del Sur,

Africa, Asia, Filipinas y varios paises europeos (4, 46).

En América Latina es considerada como enfermedad impor-
tante en Brasil, Chile, Colombia, México, Pern, Uruguay y

Venezuela. En Chile, durante 1987 8. rolfsii estuvo
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afectando 150 ha de cultivos de frijol provocando dafios de
alta magnitud, anteriormente habia sido detectada en otros

cultivos (37).

En 1892 Rolfs observd al hongo causando el tizén del

tomate en Florida (37).

En el Pert, en 1829 Abbott, lo reportd como uno de los
causantes de pudriciones radiculares de frijol (51). En

1933, Garcia Rada lo reporta afectando Capsicum frutescens
L. (37).

S. rolfsii fue observado en plantaciones de cebada en
las localidades de Piura, Ayvacucho y La Molina durante las
Campafias 1971-72 y 1977-78, con una incidencia del 50-80%
(38). En Lambayeque a partir de 1974 ha sido observado en
el cultivo de frijol (38), en 1980 la presencia de la
pudricion del cuello se ha hecho mds notoria debido a que
se ha ido incrementando el &rea sembrada, conviertiéndose

en una amenaza potencial para el cultivo (51).

Segin Olivos (37), en el Pertd se continta registrando su
presencia en cultivos de cebada, frijol, arroz, papa, etc.
Durante 1987 en los meses de Mayo a Junio, afecté hasta un
30% de plantas de cebada al estado de macollamiento y

encaflado en la zona de Carhuaz.



2.2 DAROS ECONOMICOS

Segin Ayvcock (4), Rolfs reporté en Italia pérdidas de un
siete a 70% en plantas de tomate, en pimienta fué observada
causando 100% de la mortalidad de plantas; mientras que en
California se registraron pérdidas de 500 tm de remolacha
azucarera, en Louiisiana (EEUU) causaron pérdidas del 50 al

70%, v en Israel del 50 al 60% .

S. rolfeii en Uruguay durante la campafia 1978-79, afectd

en un 23% la produccién de remolacha azucarera (7).

En Nigeria para 1989, se registré un ataque de 40% en
plantas de soya (Glicine max L.) con una reduccién de 59%
de la cosecha (2). En Kansas (1990), para el mismo cultivo

se registro una incidencia de 10-50% (3).

En Queensland (Australia), en arboles jévenes de manzano
la pudricidén del cuello fue mas destructiva causando un 60%
de pérdidas. En los Estados Unidos, donde se hacian
rotaciones de mani con soya, s8se reportd del 20-30% de

pérdidas en tabaco (4, 37).

En Venezuela se reportan pérdidas del 60-80% en el
cultivo de papa, pero no se tienen estimados de los costos
por dafio de S. rolfsii. En Uruguay ocurrié algo semejante,
donde la pérdida durante la campafia 1978-78 fue de 23%

(37).
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En Kampur-India, para mani se reporta perdidas del 27% y
en Transvaal al norte de Africa més del 70% (4). En Georgia

para el mismo cultivo se reportan pérdidas monetarias que

exceden los $8,000,000.

Montero (33) cita a Mitidieri, quien registrd dafioe para
plantaciones comerciales de Cynara scolymus L. hasta de un
80%, en tanto Frezzi dice que en algunas zonas maniseras de
la Provincia de Cérdova (Argentina), las pérdidas fueron

entre un 5 y 10%, llegando en algunos casos al 30%

2.3 RANGO DE HOSPEDANTES

Frezzi citado por Montero (33), sefiala que S. rolfsii se
ha registrado en 189 hospedantes diferentes correspondien-—
tes a ocho familias de monocotiledéneas y 42 dicotileddéneas
, destacando que la enfermedad se presenta con bastante
gravedad sobre mani. Se incluye a: cerales, frutales,
forrajes. flores, plantas horticolas y malezas, ataca
especies pertenecientes a briéfitas, pteridéfitas v
gimnospermas. La enfermedad es observada durante el
cultivo, transporte y almacenamiento, afecta diversas
partes de las plantas como tallos, raices, tubérculos,
bulbos, érgancs carnosos, frutos y hojas, de alli su

sintomatologia diferencial (1, 12, 22, 46, 48).

Sclerotium rolfsii Sacc., infecta plantas cultivadas y

gilvestres; Lvcopersicum esculentum  Mill. Arachis
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hypogaea L., Iriticum vulgare, Orvza gativa L., Saccharum
oficinarum L., Hordeum vulgare, Gosgypium barbadense L.,
Ipomoea batatas Lam., Allium sativum L., Allium cepa L.,
Phaseolus wvulgaris L., Elals guinensis Jacq., Solanun
tuberosum L., Glycine max Mer, Malus pumila Mill., Coffea
arabica L., Citrus sp., Nicotiana tabacum L., TITheobroma
cacao L., Pergea americana Mill., Manihot esculenta Pohl.,
Citrullus wvulgaris Schrad., Lactuca sativa L., Daucus
carota L., Iris pumila L., Gladiolus sp., Narcissus sp.,
leguminosas forrajeras, etc.(4). E1l honge es de importancia
en regiones tropicales y subtropicales y pueden causar

pérdidas econdmicas de consideracion (4).

2.4 CARACTERISTICAS DEL AGENTE CAUSAL

2. rolfsii se caracteriza por presentar micelio blanco y
gedoso con abundante micelio aéreo. crece sobre substratos
conteniendo azlcares simples. Las colonias crecen radialmepn
te y el micelio se presenta denso y disperso en manojos
concéntricos. El micelio en algunos aislamientos se presen-—
ta como cordones rizomérficos (4). Las hifas son hialinas,
de pared delgada cuando j6venes, septadas y con dos clampas

de conexidn en los bordes, a veces desarrollan ramas.

Los esclerotes constituyen un conjunto de hifas que se
unen en forma paralela en nimero de tres a doce, Iluego
toman la forma esférica (4). Estas estructuras pueden

desarrollarse en cuatro dias, pero los esclerotes se forman
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gblo cuando el medio estd completamente cubierto por el

hongo o© cuando el desarrolloc se encuentra limitado.(4)

El color del esclerote al comienzo es blanco, luego
mostaza o marrdén claro para tornarse marrén oscuro a la
madurez. Segin Aycock (4), Curzi observd durante la madurez
de los esclerotes gotas de agua o exudados de color Ambar
conteniendo azucares y aminodcidos los cuales promueven a
su vez la descomposicién de los esclerotes en el suelo. En
ciertas condiciones estas estructuras de coneservacidn
pueden juntarse presentédndose irregulares en forma y tamafio

para algunos biotipos (42, 44, 45).

Los esclerotes maduros estan compuestos de un anillo
externo melanizado constituido por dos a cuatro capas. El
nimerc v tamafio de los esclerotes estd influenciado por la
fuente de carbono, nitrégenc, potasio y por el pH. Las
paredes contienen quitina y laminarina que es un B-1,3
glucan. El1 almacenamiento de reserva lo constituyen los

carbohidratos, proteinas, lipidos y &cido oxdlico (44, 45).

Dependiendo de las condiciones del medio ambiente los
esclerotes presentan una germinacién hifal (proceso
gradual) vy otra eruptiva con &alta densidad de crecimiento
micelial. La germinacién eruptiva puede ser inducido
exponiéndolos a compuestos voldtiles (27, 43). La conducta
infectiva v el crecimiento micelial se diferencian

grandemente en la forma de germinacién y tiene un aspecto



11

significativo en la epidemiologia de la enfermedad (43).

Beaute vy Rodriguez-Kabana (10) demuestran que la
germinacidén de los esclerotes en el campo, es inducido
primariamente por presencia de factores estimulantes
emanados de residuos de cosecha o de plantas muertas y

senescentes.

El estado basidial: Aethalia rolfsii (Curzi) Tu &
Kimbr.. produce basidias clavadas, hialinas, basidiosporas
piriformes de 1,0-1,7 x 6-12 um, este estado es raramente
visto en campo o en cultivo (4, 8). La fase anamorfa de Z.
rolfsii no produce esporas asexuales, puede estar conside-
rado en el orden Mycelia sterilia (Deuteromycetes) o en el

orden Agonomycetales (Hyphomycetes) (9).

Mordue citado por Montealegre (32), refiere que el
desarrollo de 2. rolfsii se ve favorecido por temperaturas
entre 30-35° C, creciendo entre los 8 vy los 40° C, del
mismo modo crece en un rango de pH entre 1,4-8,6 siendo su
optimo de 3,0-6,5. Este microorganismo se encuentra como
parasito facultativo, pudiendo desarrollarse saprofitica-
mente en el suelo persistiendo en restos de cultivos vy

malezas hospedantes.

2.5 VARIABILIDAD

Variog autores intentaron separar razas en base a la

aversidn de ciertos aislamientos a unirse. Diferencias en
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morfologia y patogenecidad se reportan de aislamientos
procedentes de Carolina del Norte vy Arkansas (4). Se
notaron diferentes razas, cuando los aislamientos de arroz
vy pimiento se obtuvieron por inoculacién cruzada. A pesar
de esto, algunos investigadores han reportado en
leguminosas aislamientos similares tanto morfoldgica como

patogénicamente (4).

Cooper segin Aycock (4), reportd que los aislamientos de
mani fueron débiles y fuertemente patogénicos; asimismo, se
obtuvieron razas de 5. rolfesii tolerantes a PCNE y a

nitrobenzenos clorinados.

Goto segun Aycock (4) observé gque cuando varios
aislamientos basidiospéricos son pareados en todas las
combinaciones posibles ge logran razas de diversas
caracteristicas incluyendo las paternas, concluyendo que
los cultivos de basidiosporas son heterotdlicos. En base a
esto sugiere gue razas naturales de los hongos son clones
heterozygotos v gque las recombinaciones son factores
hereditarios en la reproduccidén sexual y se constituyen en

fuentes de variabilidad en la naturaleza.

2.6 INTERACCION HOSPEDERO-PATAGENO

El hongo produce apresorios o masas hifales que causan
la muerte de células parenguiméticas del hospedero antes de

la penetracion (4, 53).
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Van Etten vy Bateman, citados por Krupa (28), explican
gue S. rolfsii produce enzimas que degradan =xilano,
galactanos y galactomanosas presentes en hipocotilo de
frijol infectado, pero estédn ausentes en plantas sanas.
Tseng y Bateman, citados por el mismo autor, indican que S.
rolfsii produce fosfatidasa B durante la patogénesis en
frijol. La fosfatidasa representa un grupc de enzimas que
son capaces de hidrolizar uniones éster en lecitinas y
fosfolipidos; los mismos autores establecen que las enzimas
macerativas secretadas por el patdgeno son la endopoliga-

lacturonasa y las endopectinliasa.

Papavizas (40) 1y Punja (45) encuentran que 8. rolfsii
produce celulasa en las plantas infectadas. Varios
investigadores (4, 5, 13, 22, 28) sostienen que el patdgeno
produce acido oxdlico tanto en tejido infectado como "in
vitro", éste compuesto dafia las células del hospedante por
el bajo pH e impide la formacién de calcio en pectato de
calcio en 1la lémina media; similar accidén es obtenida con

la poligaracturonasa (44, 45).

Ayvcock (4) v Bolkan (13) sefialan que el hongo infecta
directamente por medio de una masa micelial con secrecidn
de A&cido oxalico, protopectinasa, celulasa, entre otras
enzimas, que desintegran y matan el tejido antes de
renetrar al hospedante. Una vez que se establece., avanza e
inicia la formacién de esclerotes, siendo la enfermedad

favorecida por alta humedad y temperatura de 30° C (4, 22).
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2. rolfgil produce grandes cantidades de 4&cido oxé&lico,
una fitotoxina gque produce un color purpura sobre las
gsemillas de mani y también es responsable de la clorosis y
necrosis de las hojas en los estados iniciales de 1la
enfermedad (4, 35), el hongo produce &cido oxdlico tanto en

tejido infectado como "in vitro" (5, 22).

2.7 BSINTOMATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La planta de mani afectada por $. rolfsii se caracteriza
por presentar el amarillamiento v marchitez de wuna rama,
tallo principal o toda la planta. En el cuello puede obser-
varse un micelio blanco, el cual se desarrolla rédpidamente
bajo adecuadas condiciones ambientales, extendiéndose a
otras partes de la planta. Sobre las partes afectadas y la
superficie del suelo, se desarrollan esclerotes esféricos
de color blanco al comienzo y posteriormente se tornan
marrén oscuro. Inicialmente las lesiones sobre el hospe-
dante son de color marrén suave, llegando a marrén oscuro
en estados avanzados. Las vainas son usualmente podridas y
puede ocurrir sobre plantas sin sintomas visibles en la
parte aérea. Las plantas afectadas ocasionalmente, pueden

desarrollar raices adventicias (10, 47).

La enfermedad es favorecida por el calor y la humedad,
gu inicio coincide con la etapa de fructificacién es decir

la formacién de vainas subterréneas (10, 36).
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En frijol, los sintomas de la pudricidén radicular se
presentan inicialmente en el tallo o hipocdétilo. debajo de
la superficie del suelo en forma de lesidén oscura gue se
extiende hasta la raiz principal, pudiendo llegar a
destruir la corteza. Los sintomas del follaje consisten en
un amarillamiento de las hojas, defoliacién y marchitez.
Los esclerotes se encuentran adheridos a la base del tallo

(10, L),

2.8 DISEMINACIGN

La enfermedad sge disgemina en el campo por medio de
micelio, esclerotes, basidiosporas, dispersién de rastrojos
con estructuras del hongo, por suelo infestado, por agua de
riego contaminada, particulas de suelo adheridas a los
implementos agricolas, los animales o a través de la
semilla (45). La diseminacién es lenta y la incidencia es

por focos (4, 45).

La sobrevivencia de S. rolfsii en forma de esclerotes se
realiza por largos periodos si se presentan condiciones
favorables de temperatura, aireacidén y materia orgénica (4,

13, 15, 45).

2.9 MEDIOS DE CONTROL

Para el control cultural de la enfermedad en mani, se

recomienda la rotacién con maiz, riegos ligeros, la
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solarizacién (el suelo humedo es cubierto con plastico
transparente por 21 dias, obteniéndose una mortalidad de
los esclerotes de 100% vy B80% a cinco y 20 cm de

profundidad) (34).

Entre los compuestos gquimicos que inhiben completamente
el crecimiento micelial se tiene al naftaleno, derivados
del cloro v bromo. El benceno y sus derivados son letales
al micelio. E1 wvapam es téxico para S. rolfsii. Se ha
encontrado gue varios fungicidas como Campogram, Calixin
75, Captafol y Benomil dan proteccién efectiva a semillas

de trigo vy frijol (4, 12, 45).

Cooper citado por Aycock (4) reporta que el PCNB, Captan

vy Thiram son efectivos en cantidad de 6,8-13,6 kg/ha.

El control quimico con PCNB y Carboxin, durante el
inicio de fructificacidén, es recomendado para aplicaciones
al suelo o durante el riego (4). El1 PCNB Etridiazole
(terrachlor., super x-quintozene 20 y 75% de ingrediente
activo) a razén de 17-22 kg/ha, es efectivo cuando se
aplica a la semilla o suelo circundante al surco. E1 PCNE
requiere gque se incorpore uniformemente en la capa superior
del suelo (1-2 pulgadas) a fin de tener éxito en el control
(4), es efectivo aplicado a la siembra e incrementa los
rendimientos, su uso es impractico por: 1) Costo. 2) No se
puede predecir la ocurrencia del patégeno, 3) Las

condiciones estacionales inciertag, 4) Por la complejidad
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de 3. rolfsii, al coexistir con nemdétodos y otros hongos
dan lugar a <que los fungicidas no tengan buena eficiencia

(4, 25).

"In vitro", Vitavax WP es el fungicida més efectivo para
controlar la germinacidén de esclerotes del hongo, pero en
pruebas de macetas para controlar la infeccién de plantas

de papa resultdé mejor el Terrazole a 300 ppm (15).

EPTC, tiolcarbamato de etil N, N dipropilo, Fluometuron
vy Diuron reducen la produccidén de esclerotes de S. rolfsii,
v en los cultivos la reduccidén es proporcional a la concen-
tracién usada. La mayor reduccién en la produccidn de
esclerotes se logra a la dosis de 20 ug/g de EPTC vy la
accién inhibitoria de fluometuron a la désis de 10-20 ug/g

(18, 41).

Mont (34), manifiesta gque 2. rolfsii presenta resisten-
cia a los fungicidas Difenil, reportado por Georgopoulos &
Vomvoyanni en 1963, y a PCNB reportado por Georgopoulos en

1964.

2.10 CONTROL BIOLG&GICO

Baker vy Cook, citados por Mont (34), definen el control
biolégico como la reduccién de la densidad de indculo o
actividad productora de enfermedad de un patégeno o
pardsito en su estado activo o latente, por wuno o mas

organismos antagdnicos, en forma natural o por manejo del
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ambiente, hospedero o de los propios microocrganismos.

En el control biolégico, se utiliza las esporas o los
filtrados de cultivos que actian por medio de productos
metabélicos que ejercen accién sobre la pared celular,
membrana y dcidos nucleicos de sus hospederos o por micopa-
rasitismo matando las estructuras invadidas directamente,
reduciendo de esta manera la concentracién de esporas o la
densidad poblacional, v por ende el ataque de muchos hongos
fitopatégenos de importancia econémica (19, 26, 48, 48,

52).

Darpoux citado por Aycock (4) observé que el filtrado
fresco de Alternaria solani contenia alternarina como
sustancia antibidética, asi como el extracto geco
incorporado a 100 mg/l en agar papa detuvo el crecimiento

de las colonias de 3. rolfsii.

En el control biolégico se recomienda y reporta a
Trichoderma harzianum Rifai, hongo habitante natural en el
suelo, parasita hongos fitopatégenos y controla enfermeda-
des causadas por 9. rolfsii, R. solani vy Fusarium oxvsporum
(13), su uso comercial como biofungicida esta siendo
investigado (14, 34). Ademés Irichoderma spp. controla a
Phvtophthora parasitica, Pythium sp. (35), S. cepivorum,
Verticillium dahliae, y otros (4, 8, 17, 50).

Las especies de T. lignorum (Tode) Harz, I. koningue
oudamg v T. viride Pers.: Fr. , se diferencian por el
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color, tamafio de las colonias y conidias; sin embargo,
cuando se examina un gran numero de aislamientos las
diferencias son minimas considerédndose a T, viride como la
especie tipo (49). Cook y Baker (17) distinguen varias
especies de Trichoderma: T. hamatum, T. viride, T.
harziapum, I. koningue, T. polyspermun, etc. en el control

de hongos fitopatdgenos.

Se ha podido observar que las especies de Trichoderma se
comportan como hiperpardsitos frente a diversos patdgenos,
al atacar directamente y producir la lisis de micelios vy
también de esclerocios de hongos (19). Elad, citado por
Montealegre (32), manifiesta que estas especies son capaces
de secretar diversos niveles de enzimas hidroliticas como
quitinasas y B-1,3 gluconasas que degradan la quitina vy
laminarina respectivamente, componentes estructurales de
las paredes celulares de los hongos. También se cita a
Dennis, gquien ha demostrado que estas especies producen
antibidéticos que inhiben el crecimiento de otros hongos,
ademds diferentes cepas compiten activamente por el mismo
sustrato alimenticio con patdégenos que presentan una fase

saprofitica (32).

Barrén (9), ubica a T. viride en la clase Hypomycetes,
v Saccardo en el orden Moniliales, su estado perfecto es

Hypocrea rufa Pers. ex Fr., un ascomiceto.
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T. viride, parasita micelio de S. rolfsii actuando por
medio de clavijas alrededor de la hifa de su hospedero y
luego penetra por lisis enzimdtica de la pared célular .
parasitando internamente las células hifales o invadiendo
la capa meldnica vy el tejido pseudoparenguimatico del
esclerote por medio de la B-(1-3) gluconasa y guitinasa
(11, 15, 30) o por aglutininas (lecitinas) presentes en 5.
rolfsii v que se consideran como posibles sustancias para
el reconocimiento de la interaccidén del fendmeno del

micoparasitismo entre Trichoderma y S. rolfsii (8).

Wesbters y Lomas citados por Agrawal et al. (1), han
reportado que el hongo produce gliotoxina y wviridina
causante de la lisis de las paredes celulares de sus
hospederos, posteriormente se ha reportado que la viridiona

es producideo por Gliccladium virens.

Punja (45) reporta recientemente la tricodermina, como
causante de la lisis de las paredes celulares de los hongos

que parasita Trichoderma.

Safiudo et al. (48), utilizando dos cepas de Trichoderma,
Bacillus cereus y B. subtilis encuentra gque Irichoderma sp.
ejerce antagonismo hacia 5. rolfsii. En campos de frijol
comprueban que Trichoderma tiene mayor efectividad '
permite un alto porcentaje de germinacidén y mayor numero de

prlantas vivas.
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T. harzianun v B. subtilis en filtrados a bajas
diluciones detienen tanto el crecimiento de S, rolfsii en
medio de cultivo, comoc la mortalidad de plantas de lenteja

en condiciones de campo (1l).

Paéz (39) sefiala cierto control de Mycena citricolor
"ojo de gallo del café"” con Trichoderma sp.. Pruebas de
campo, usando los aislamientos “comGn” y ‘claro " de
Trichoderma dieron como resultado una disminucién en el
nimero de lesiones totales, numerc de basidiocarpos por
lesién ¥y nimero total de basidiocarpos. Pruebas de
capacidad de colonizacidén indican gque el hongo es capaz de
establecerse naturalmente en las lesiones necréticas del
ojo de gallo, a partir de suelo y materia organica infesta-
dos artificialmente. Trabajos de laboratorio indican que:
a) el aislamiento claroc es favorecido en su parasitismo por
una relacién C:N bajo; mientras gue, el comin por una
relacién alta. b) el efecto del pH puede ser mayor scbre la
germinacién de la espora o desarrollo del tubo germinativo
que sobre produccidén de toxinas. c) el efecto de edad en el
hiperparasitismo de cultivo estd muy ligado al pH del

medio.

Olivos (38), reporta que T. wviride ejercié mayor
biocontrol sobre §. rolfsii, caracterizédndose por su facil
cultivo "in wvitro", alta densidad reproductiva, por
paragitar internamente micelio ¥ esclerotes mediante

t“""‘- ..
estaquillas o clavijas gue matan al patdgeno.
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T. harzianum Rifai para ser utilizado como controlador
biclégico bajo condiciones de campo, es incrementado sobre
granulos conteniendo melaza y lecitinas presentes en S.
rolfsii v que se consideran como prosibles sustancias para
el reconocimiento de la interaccién del fenémeno de

micoparasitismo entre Trichoderma y 8. rolfsii (8, 30, 35).

Las especies de Trichoderma son altamente eficientes
como antagonistas de hongos fitopatégenos (19). Se ha
reportado el antagonismo de T, lignorum Harz en R. golani
v bajo condiciones de campo se ha demostrado el efecto de
T. harzianun en Lolium sep. (52), T. harzianum tiene efecto
directo sobre el micelio de R. solani, cultivos de éste
hongo antagénico agregado al suelo en invernadero redujeron

la muerte de plantulas de frijol, tomate y fresa (23).

T. harzianun produce poca cantidad de antibidticos
comparado con otras especies de Trichoderma, se s=sabe que
razas de este hongo producen sustancias diferencialmente
selectivas contra diferentes hongos. Aislamientos de T.
harzianum producen B-(1-3) gluconasa Yy 4quitinasa
extracelulares, enzimas claves en la lisis de la pared

celular del hongo Rhizoctonia (23).

Weindling citado por Aycock (4), indica que las hifas de
Trichoderma viride secretan una sustancia letal para S.
rolfsii llamada gliotoxina (6, 9, 19, 20, 49), cuando se

usa filtrado de este honge se inhibe la germinacién
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esclerotial de S. rolfsii (35). Recientemente se ha
reportado a la tricodermina, como causante de la lisis de
las paredes celulares de los hongos gque parasita

Trichoderma (45).

Mont (34) manifiesta que el uso del hongo T. viride en
el control de las enfermedades de plantulas no resulta
exitoso debido a que no es dominante en la superficie del
suelo, pues requiere de humedad muy alta y tiene una réapida

autolisis.

Mont (34) cita a Weindling y Faucett, quienes en 1936
mostraron que la protecciébn de plantulas de citricos contra
R. solani vor medio de la inoculacién de T. wviride al
suelo. fue lograda mads fdacilmente acidificando el suelo y
creando condiciones aparentes para el establecimiento de T,
viride a niveles mds altos de poblacién. El control de la
enfermedad en plantula se incrementdé a diferencia del
tratamiento en la cual no se efectuo la acidificacidn
previa del suelo, y con aplicacidn de una alta cantidad del

biocontrolador.

I. harzianum controla a S. rolfsii en mani, en tomate y
Lupinus azul. Una a tres aplicaciones de T. harzianum en
condiciones de campo sobre plantas de tomate al transplante
v en la superficie de suelo. son altamente efectivas y

reducen el dafio (52).
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Se ha comprcbado gue aplicar T. harzianun a semillas de
rabanito y arveja es mas efectivo que otros agentes de
biocontrol v resulta tan efectivo como cuando se aplican

productos quimicos a semillas (24).

En wuna prueba simultdnea  con fungicidas, T. harzianum
presentd una mayor tolerancia a los fungicidas Mepronil,
Oxicarboxin y Tolclofos-metil. Los resultados indican que
Sclerotium rolfsii podria ser controlado en forma efectiva
mediante un sistema de control integrado, utilizando cepas

del género Trichoderma y fungicidas (32).

Las formulaciones en granulados ("pellets”), representan
una posibilidad para aplicar microorganismos biocontrolado-
res de patdgenos habitantes del suelo, asi como la aplica-
cién de afrecho infestado con micelio de Trichoderma spp.
Se ha comprobado gue hubo una mayor reduccidén de R. solani
cuando se utilizdé granulados ("pellets") de Trichoderma vy

afrecho (29).

Actualmente en Israel, en condiciones experimentales se
utiliza T. harzianum, aislamiento No. 35 (MTR-35) (30). Es
aplicado como un fungicida bioldégico protectante antes o
durante la siembra resultando compatible con fungicidas
quimicos, insecticida, herbicidas., fertilizantes ligquidos y
con Bhizobium sp.. Semillas cubiertas con Trichoderma MTR-
35 a 12 g/kg dan como resultado en mani, sembrado en suelo

infestado con 8. rolfsii, un rendimiento de 7,952.5 kg/ha.
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El PCNB es fungistédtico e inhibe "in vitro"” el creci-
miento micelial y esclerocial por 2 a 3 meses pero no llega
a matar a 9. rolfsii; el fungicida a 400 ppm con esporas de
T. viride en concentracién de 10 x 10/ml, ejerce buen

control del patégeno "in vitro” e invernadero (37).

Olivos (38), en un estudié con los fungicidas Captan,
Difolatan, Pentacloronitrobenceno y del biocontrolador T.
viride sobre control S. rolfeii "in vitro" e invernadero,
sobre plantulas de cebada y frijol, encontré el mejor
control con PCNB y T. viride, que se comportaron en forma

gimilar vy permitieron desarrollar nédulos bacterianos.

Montealegre (32) plantea considerar la posibilidad de
manejar el problema de S, rolfsii mediante un control
integrado que aproveche la agresividad de Trichoderma, en
conjunto con tratamientos quimicos que resulten efectivos y

considerar medidas de control cultural y fisico.



ITT. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizdé en el laboratorio e
invernadero del Dpto. de Fitopatologia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, durante los meses de Mayo 1982

a Enero 1993.

FASE DE LABORATORIO:
3.1 Aislamiento de S. rolfsii

A partir de esclerotes ubicados sobre plantas afectadas
de mani v de suelo infestado provenientes del campo
"Chacarilla" de la UNALM (campafia 91-92), se logrd obtener
el aislamiento de Sclerotium rolfsii Sacc.. Los esclerotes
del suelo fueron extraidos por el método de flotamiento y
se desinfestarén con clorox al 1% por 10 minutos. ©Se
prepard medio PDAQ (Papa-Dextrosa-Agar-Oxitetraciclina)
estéril, luego de plaqueado y solidificado se colocardn
simétricamente 3 esclerotes por placa. Las placas sembradas
se mantuvierén en incubacién a 30° C durante 5-10 dias,
luego segun las caracteristicas de la colonia se procedid a
repicar, purificar y entubar, para finalmente conservarlos

en refrigeraciodn.

El aislamiento correspondiente & Trichoderma viride
Pers.: Fr., se obtuvo de cepas de la micoteca del

laboratorio de Fitopatologia de la UNALM.
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3.2 Prueba de fungicidas usando el método del alimento

envenenado para S. rolfsii v T. viride.

Con la finalidad de determinar aquellos fungicidas gque
tuvieran accion contra S. rolfsii, se empled el método del

alimento envenenado. Los fungicidas utilizados fueron:

- Bayletén PM 26% (Triadimefon); Del grupo quimico de
los Triazoles, afecta la membrana protoplédsmica (inhibe la
sintesis de esteroles). Actta contra Erysiphales (0Oidium),
Uredinales (royas) y ciertos hongos imperfectos, no tienen
éccién sobre hongos Oomicetos y Zygomicetos.

- Tilt 250 CE (Propiconazol); Pertenece al grupo de los
Triazoles al igual gue Bayletén, controla oidiosis y royas.

- Fitoraz PM 78% (Cimoxanil 6% + Propineb 70%); el
primero pertenece al grupo de las Acetamidas y es efectivo
para controlar Oomicetos (P. infestans) y hongos que causan
mildius.

- Moncut PM (Flutolanil); Pertenece al grupo de los
fenoles ardmaticos y actian fungistdticamente sobre la
fosforilacién oxidativa de Rhizoctonia spp., Sclerotium

spPr.

La efectividad "in wvitro" de dichos fungicidas fue

determinada en estudio previo (16).

El aislamiento de 5. rolfsii se desarrolld en cuatro
prlacas petri conteniendo medio PDAO estéril e incubados a

30° C durante 5 dias, vy después se extrajeron rodajas de
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micelio de 0,5 cm .

Se preparardédn cinco erlenmeyers conteniendo 100 ml. de
medio PDA estéril, separadamente se afiadié y mezcld 0,1 g
de cada fungicida (0,1%) vy se procedidé a verter cada mezcla
en cuatro placas petri estériles, una vez solidificados se
colocd al centro de cada placa un disco de 0,5 cm de
didmetro conteniendo PDA vy micelio del hongo, las placas
gembradae se incubaron a temperatura de 30° C por cinco
dias. Por tratamiento se tuvo cuatro placas, considerédndose

cince tratamientos:

T 1. PDA + Bayletdén 0,1% + S. rolfsii
T 2. PDA + Fitoraz 0,1% + S, rolfsii
T 3. PDA + Tilt 0,12 + S. rolfeii
T 4. PDA + Moncut 0,1% + 8. rolfsii
T 5. PDA + 5. rolfsii (testigo)

La evaluacién consistidé en registrar el didmetro de
desarrcollo micelial hasta el guinto dia de la siembra y al

décimo dia el nimero de esclerotes.

En la prueba del alimento envenenado para T. viride se
procedid en forma similar que para S. rolfsii. excepto que
el aislamiento del biocontrolador se incubdé por tres dias a

30° C. Los tratamientos fueron :

T 1. PDA + Bayletdn 0,1% + T, wviride
T 2. PDA + Fitoraz 0,1% + T. viride
T 3. PDA + Tilt 0,1% + TI. wviride
T 4. PDA + Moncut 0,1% + 1I. viride
T 5. PDA + T. viride (testigo)
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La incubacién de las placas sembradas fue a una
temperatura de 30° C. La lectura de diametro de desarrollo
de T. viride se realizd durante c¢inco dias. Los datos
correspondientes al tercer dia, donde el testigo desarrolld
en un 100%, fueron analizados a través de un Andlisis de
Variancia en un Disefio Completamente al Azar (DCA) vy
mediante la prueba de comparacidén de medias de Tukey a un

nivel 0,05

Estas pruebas permitieron comprobar el efecto de los
fungicidas sobre el desarrollo micelial de 8. rolfsii ¥

gobre T. viride.

3.3 Efecto de los fungicidas y T. viride sobre la

"germinacién” de los esclerotes de S. rolfsii.

El aislamiento de S. rolfsii fue incrementado en cinco
placag con medio PDAQ estéril e incubados a 30° C durante
10 dias, los esclerotes maduros fueron extraidos con una
pinza para su secadc Yy conservacién en tubos de ensayo.

Para la prueba se dispuso de 240 esclerotes.

T. viride fue incrementado en cinco placas con medio
PDAC estéril e incubados a 30° C durante doce dias, luego
las esporas fueron extraidas con un hisopo de algoddn
raspando la superficie del medio de cultivo, las esporas se

colocardn en papel manteca para su pesado y uso posterior.

Se preparard una suspension de cada uno de los
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fungicidag al 0,1% en cuatro erlenmeyvers de 100 ml; en cada
uno se procedidé a verter 0,05 g de cada fungicida mdas 50 ml
de agua destilada y 0,025 ml de Tween 60, mezclandose en
forma homogénea. En cada solucidén fungicida se colocarén 50
esclerotes manteniéndolos en inmersidén durante 30 minutos,
luego dentro de un Microvoid con una pinza estéril se
procedid a retirar los esclerotes colocéndolos sobre papel
toalla, se dejd orear por 30 minutos. Posteriormente y
gegun tratamiento se procedioc a la siembra equidistande de
10 esclerotes por placa, incubdndose durante cinco dias a
30° € y anotando el porcentaje de germinacién de los

esclerotes. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones.

La suspensidn correspondiente a T. viride al 0,1%, se
preparéd con 0,1 gr de esporas del hongo (polvo seco),
vertidas en 100 ml de agua destilada més 0,05 ml de Tween
60, utilizando un recipiente de pyrex de 200 ml, luego de
agitar la suspensidén se colocaron 50 esclerotes de S.
rolfsii por 30 minutos, procediendo a sembrar en forma
similar al tratamiento de esclerotes con fungicidas. Por
tratamiento se tuvo cuatro repeticiones, considerandose

gseis tratamientos:

Bayletén 0,1% sobre PDA
Fitoraz 0,1% sobre PDA
Tilt 0,1% sobre PDA
Moncut 0,1% sobre PDA
T. viride 0,1% sobre PDA
10 Esclerotes sobre PDA (testigo)

10 Esclerotes
10 Esclerotes
10 Esclerotes

10 Esclerotes

+ o+ + o+ o+

10 Esclerotes

e I T B T
(o I © | R SR % I % NS
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Para el tratamiento testigo (T-6) los esclerotes fueron
desinfestados en una solucidén de Clorox al 1% durante 10
minutos, la siembra fue realizada en forma similar al resto

de tratamientos.

Las lecturas se registraron al tercer dia de acuerdo al
desarrollo del tratamiento testigo, anotando el porcentaje
de germinacidén de los esclerotes por placa y tratamiento.
Los datos fueron analizados a través de un Andlisis de
Variancia y mediante la prueba de comparacion de medias de

Tukey.

Los tratamientos en los cuales se observd gque no
permitian la germinacidén de los esclercotes de 8. rolfsii

fueron seleccionados para pruebas posteriores.

3.4 Prueba del alimento envenenado para T. viride, usando

diferentes dosis de Moncut.

Esta prueba se relizd posterior a la fase de invernade-
ro., en base a los resultados favorables y promisorios de la
aplicidn de T. viride y Moncut en el control de 8. rolfsii,
v con la finalidad de determinar si las dosis mayores de
Moncut no afectaban significativamente al biocontrolador y

gue permitirian mayor control del patdgeno.

El aislamiento de T. yiride se desarrcllo en cuatro
placas petri conteniendo medio PDAO estéril e incubados a

30 C durante b dias. Se preparardén cuatro erlenmeyers
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conteniendo 100 ml. de medio PDA estéril, se procedio al
pesado de las dosis de Moncut para cada tratamiento; se
afiadio y mezclé para el primero 0,1 g de Moncut (0,1%), al
segundo 0,2 g de Moncut (0,2%), al tercero 0,3 g de Moncut
(0,3%) v al cuarto sin fungicida (testigo). BSe procedidé a
verter cada mezcla en cuatro placas estériles: wuna vez
solidificado se colocé al centro de cada placa un disco de
0,5 cm de didmetro conteniendo PDA y micelio del hongo, las
placas sembradas se incubaron a temperatura de 30° C por

cinco dias, evaluédndose el didmetro de desarrollo micelial.

Los datos correspondientes al tercer dia de desarrollo
se analizardén a través de wun Anédlisis de Variancia en un
D.C.A. v mediante la prueba de Tukey. Se considerd cuatro

tratamientos, cada tratamiento tuvo cuatro placas.

T 1. PDA + TI. viride (testigo)

T 2. PDA + Moncut 0,1% + T. wviride
T 3. PDA + Moncut 0,2% + T. viride
T 4. PDA + Moncut 0,3% + TI. viride

3.5 FASE DE INVERNADERO

En laboratoric se procedié al incremento de los escle-
rotes de 8. rolfsii, para ello el hongo fue cultivado en
cuarenta placas petri conteniendo medio PDAC estéril e
incubados durante 12 dias a 30° C, luego se procedié a la
extraccidn, secado y conservacién de los esclerotes maduros
en tubos de ensayo. Grupos de 50 esclerotes fueron contabi-

lizados v empaquetados en papel manteca .
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T. viride fue cultivado en 5 placas conteniendo medio
PDAO esgtéril e incubados a 30° C por 7 dias. De estas
placas se procedié a la extraccidn de rodajas de agar de
0.5 cm de diamétro conteniendo micelio y esporas del hongo,
las que se colocaron dentro de bolsas de polipropileno (7 x

10 cm) conteniendo 100 g de cebada cocida y estéril.

La cebada embolsada y estéril fue preparada de la
siguiente manera: 500 g de cebada fueron escogidos, lavados
v remojados por 24 horas; luego, se pusoc a hervir hasta su
coccidn (15 minutos)., se escurrid v dejo orear,
inmediatamente se distribuyé 100 g de cebada en bolsas de
polipropileno (7 x 10 cm);: en la abertura se colocdé algoddn
a manera de tapén sujetado con una liga y encima se puso
una capucha de papel. Las bolsas conteniendo granos de
cebada se esterilizé en autoclave durante una hora por dos
dias consecutivos, al dia siguiente dentro de un Microvoid
ge procedidé a la siembra de T. viride sobre los granos de
cebada, para ello con una pinza estéril se colocd cinco
rodajas de medio PDA de 0.5 cm de diamétro conteniendo
micelio de T. viride (7 dias de desarrollo) en cada bolea

de polipropileno.

Las bolsas sembradas con T. viride se incubarén a 30° C
durante 3 dias, para luego colocarlas a temperatura del
medio ambiente y bajo luz artificial (fluorescente de 40
watts) durante siete dias, guedando asi listo para su uso

en las pruebas de invernadero.
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Macetas de arcilla de un kg de capacidad luego de ser
desinfestadas en una sclucidn de hipoclorito de scdio al 2%
fueron llenadas con una mezcla desinfestada (al wvapor
durante dos horas) de 50% suelo, 25% arena y 25% materia
crganica; posteriormente vy de acuerde al tratamiento se
colocaron en forma homogénea 50 esclerotes de 3S. rolfsii

por maceta a 2 cm de profundidad.

El biocontrolador previamente multiplicado en granos de
cebada cocida fue aplicado bajo dos formas: por el método

del pullado y por €l método de mezcla.

a) Aplicacion de T. viride por el Método del Pullado.

Se adiciondé vy colocdé al centro de cada maceta 5 g de
cebada conteniendo T. viride, en los primeros 4 cm de
profundidad a manera de ‘“golpe” o ‘pullado”" y a su
alrededor cincc semillas de mani variedad "Italiano Casma"
tratadas con o sin fungicidas. Por cada tratamiento se
dispuso un total de 10 macetas (repeticioén), los

tratamientos considerados fueron :

T 1. Suelo desinfestado + 5§ semillas sin tratamiento
(testigo).

T 2. Suelo desinfestado + 50 esclerotes de S. rolfaii +
5 semillas sin tratamiento (testigo de la enfermedad).

T 3. Suelo desinfestado + & g de T. viride + 5 semillas
s8in tratamiento de fungicidas.

T 4. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas

tratadas con Bayletédn al 0,1% .
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T 5. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Fitoraz al 0,1%

T 6. Suelo desinfeatado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Moncut al 0,1%

T 7. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Bayletdén al 0,1% + 5 g de T. wviride.

T B. Suelo desinfestado + B0 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Fitoraz al 0,1% + 5 g de T. wviride.

T 9. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Moncut al 0,1% + 5 g de T. wiride.

T 10. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas sin

tratamiento + 5 g de T. wviride.

b) Aplicacién T. wviride de por el Método Mezcla.

Se incorpord 5 g de Trichoderma y se mezclé homogénea-
mente con el suelo contenido en la maceta. Cinco semillas
de mani wvariedad "Italiano Casma” tratadas con o s8in
fungicidas fueron colocados en forma equidistante y a 1 cm
de profundidad. Por cada tratamiento se dispuso un total
de 10 macetas (repeticidén). losg tratamientos considerados

fueron

T 1. Suelo deginfestado + 5 semillas sin tratamiento
(testigo).

T 2. Suelo desinfestado + 50 esclerotes de S. rolfsii +
5 semillas sin tratamiento (testigo de la enfermedad).

T 3. Suelo desinfestado + 5 g de T. viride + 5 semillas
sin tratamiento de fungicidas.

T 4. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas

tratadas con Bayletdédn al 0,1%
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T 5. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Fitoraz al 0,1% .

T 6. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Moncut al 0,1%

T 7. Suelo deasinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Bayletdén al 0,1% + 5 g de I, viride.

T 8. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Fitoraz al 0,1% + 5 g de 1. viride.

T 9. Suelo desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas
tratadas con Moncut al 0,1% + 5 g de T. wviride.

T 10. Suelc desinfestado + 50 esclerotes + 5 semillas sin
tratamiento + 5 g de I. wviride.

Estos tratamientos permitiran determinar sl existe
diferencia entre wuna u otra forma de aplicacién del

biccontrolador. para el control de 2. rolfsii.

Para tratar las semillas de mani con fungicidas al 0.1%,
se procedié al pesado de 150 semillas de mani (85 g) y 8B
mg de cada producto fungicida (Bayletdén, Fitoraz, Moncut)
por grupo de tratamiento, para luego ser mezclado en seco e
individualmente en  bolsas de polipropileno. De cada
preparado se dispusierdn tres grupos de 50 semillas de mani
necesarias para cada tratamiento con fungicidas (5 semillas

por maceta y 10 macetas por tratamiento).

Una vez tratadas las semillas incluyendo las del testi-
go, se sembraron en las macetas ubicadas en invernadero
cuva temperatura promedio fue 25° C. Las macetas sembradas
fueron regadas diariamente. La primera observacidén se

realizd a los 15 dias de la siembra, anotando el porcentaje
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de germinacién vy la segunda observacidn se realizé a los
B0 dias anotando el porcentaje de plantas muertas y plantas

afectadas por S. rolfsii. La escala de dafio considero los

siguientes grados:

Grado 1: plantas sin infeccidén radicular y sin sintomas.

Grado 2: plantas con hojas ligeramente clordticas

Grado 3: plantas con amarillamiento de hojas, manchas
color marréon oscuras entre nervaduras de los
foliolos, lesién hundida a nivel de cuello color
marrorn oOsScura.

Grado 4: plantas con marchitez ¢ plantas muertas, y

lesidén a nivel de cuello color marrdén oscura.
Finalmente porciones de tejido afectadas por £. rolfsii
fueron sembrados en medio PDAQO con la finalidad de reaislar

al patégeno y comprobar su presencia en dichos tejidos.



IV. RESULTADOS

FASE DE LABORATORIO
4.1 Caracteristicas culturales de Sclerotium rolfsii
v Irichoderma viride.

Los aislamientos de £S. rolfsii, obtenidos de plantas
enfermas de mani y de suelo infestado presentaron

caracteristicas similares.

Los esclerotes se caracterizarodn por su forma redon-
deada. color marrén y con un tamafio de 0,8 a 2,5 mm. Se
obgervd menor tamafio en aguellos esclerotes gque provenian
del suelo, respecto a los procedentes de la superficie del

tejido vegetal.

Los esclerotes cultivados en medio PDA estéril e
incubados a 30° C iniciaron la germinacién a las 24 horas,
el micelio desarrolld radislmente sobre el medio de cultivo
vy al cuarto dia cubrié toda la superficie del medio
contenido en la placa. Al cuarto dia se comenzaron a formar
los primeros esclerotes presentando un tamafio pequefic y un
color blanco y a partir del octavo dia =e observd los
primeros esclerotes maduros (de mayor tamafio y color marrdn
oscuro), cesando la formacidén de nuevos esclerotes. Al
décimo guinte dia se contabilizdé el niGmero de esclerotes

llegando a obtenerse de 160 a 290 por placa.

A temperaturas inferiores a 25° C se observdé un lento
desarrollo micelial y una disminucidén en el numero de

esclerotes formados. Se comprobd gue la temperatura éptima
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de desarrollo fue de 30° C.

El aislamiento corespondiente a T. viride presentd en
medio PDA a 30° C un rdpido desarrollo radial del micelio,
las colonias hialinas se wvan tornando de verde claro a un
color més intenso en zonas concéntricas bien definidas,
cubriendo los 9 cm del didmetro de la placa a las 72 horas
de la siembra e iniciando la fructificacidén y produccidén de
esporas (fialosporas). Las caracteristicas del hongo
correspondierdén a lo descrito por Barrdn (9). El hongo fue
facilmente cultivado, tuvo reproduccidén rédpida y desarrollo
denso, como lo reportd Olivos (36) vy Montealegre (32). La
temperatura menor a 20° C no afectdé el desarrollo del

biocontrolador.

4.2 Prueba del alimento envenenado para S. rolfsii.

Los resultados en el cuadro 1, indican que todos los
fungicidas utilizados, Bayleton (T-1), Fitoraz (T-2), Tilt
(T-3) y Moncut (T-4), inhibierdén el desarrollo micelial de
2. rolfsii. Se observé un rapido desarrollo radial del
tratamiento testigo (T-5), al cuarto dia el micelio habia
cubierto toda la superficie de la placa a diferencia del
resto de tratamientos donde no se observé desarrollé de .
rolfsii (Fig. 1). Los resultados del andlisis de variancia
(Cuadro 2) 1indican diferencias significativas entre los

promedios de estos tratamientos. Todos los fungicidas



Cuadro 1. Diametro de desarrollo micelial (cm) de Sclerotium rolfsii a 30° C en la prueba

“in vitro” del alimento envenenado.

Desarrollo micelial (cm)
TRATAMIENTOS FUNGICIDAS DIAS

1 2 3 4
T1 Bayleton 0,1% 0 0 0 0
T2 Fitoraz 0,1% 0 0 0 0
T3 Tilt 0,1% 0 0 0 0
T4 Moncut 0,1% 0 0 0 0
TS S rolfsii 1.8 5.4 83 9,0

] : -
Datos promedio de cuatro repeticiones




Figura 1. Curva de desrrollo micelial (em/dia) de S. prolfsii a 30° C,

en la prueba del alimento envenenado.
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Cuadro 2. Andlisis de variancia en D.C.A. para datos del tercer dia de desarrollo micelial

de S. rolfsii.
FUENTE G.L. S.C. CM. FC. ET.005 NS
VARIABILIDAD
Tratamiento 4 280,36 70,14 382585  3.06 )
E. Experimental 15 0,03 0,0018
Total 19 280,59

» Existe diferencias significativas a nivel 0,05 entre los promedios de los tratamientos

Cuadro 3. Prueba de Tuckey para los promedios de desarrollo micelial de S. rolfsii

TRATAMIENTO FUNGICIDA PROMEDIO Nivel de Singificacion
TI Rayleton 0.1% 0 a”
T2 Fitoraz 0.1% 0 a
T3 Tilt 0,1% 0 a
T4 Moncult 0,1% 0 a
T5 S. rolfsii 8.4 b

* Letras iguales indican diferencias no significativas.
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fueron igualmente téxicos y segin la prueba de Tukey
(Cuadro 3) no existen diferencias significativas en el
desarrollo micelial entre los promedios de estos

tratamientos a un nivel 0,05.

Las placas de los diferentes tratamientos se mantuvieron
por dos semanas mas, a fin de observar si se producia

desarrollo micelial de S. rolfeii.

4.3 Prueba del alimento envenenado para 1. viride.

En el Cuadro 4 y Fig. 2 se observan los resultados de la
prueba del alimento envenado para I. viride. El andlisis de
variancia (cuadro 5) indican diferencias saignificativas
entre promedics de tratamientos (a un nivel 0,05), esto es
que dependiendo del fungicida, el desarrollo micelial de T.
viride es afectado en una mayor o menor proporcién, como se
observa en los resultados de la prueba de Tukey del Cuadro

6.

Las colonias de T. wviride, durante la prueba del
alimento envenado, inicialmente se mostraron hialinas y
posteriormente fueron adguiriendo tonalidad de verde
intenso sobre todo en zonas concéntricas bien marcadas, tal
como lo reporté Olivos (37). El tratamiento testigo (T-5)
de T. viride desarrolldé rapidamente cubriendo la placa al
cuarto dia. Moncut (T-4) no afecté significativamente el

desarrollo del biocontrolador, sélo durante las primeras 48



Cuadro 4. Diametro de desarrollo micelial (cm) de T. viride a 30° C, en la prueba in

vitro del alimento envenenado.

Desarrollo micelial (cm) "
TRATAMIENTO FUNGICIDA DIAS

1 2 3 4
T3 Tilt 0,1% 0 0 0 0
T2 Fitoraz 0,1% 0 2,3 37 4.4
T1 Bayleton 0,1% 1,3 3,5 54 8.1
T4 Moncut 0,1% 19 5,3 8,6 9,0
TS T.viride 3,1 7.2 89 9,0

' Datos promedio de cuatro repeticiones.




Figura 2.
en la prueba del

alimento envenenado.
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.Cuadro 5. Analisis de variancia en D.C.A. para datos del tercer dia de desarrollo

micelial de T. viride.

FUENTE DE F.T.
VARIABILIDAD G.L. 8.C. CM. 0,05 N. S.
Tratamiento 4 21728 5431 880,76 3,06 =
E. Experimental 15 0,93 0,06

Total 19 218,18

* Existe diferencias significativas a nivel 0,05, entre los promedios de los tratamientos.

Cuadro 6. Prueba de Tuckey para los promedios de desarrollo micelial de T. viride.

TRATAMIENTO FUNGICIDA PROMEDIO Nivel de Signif.
T3 Tilt 0,1% 0 g
T2 Fitoraz 0,1% 3,70 b
T1 Bayleton 0,1% 5,38 c
T4 Moncut 0,1% 8,63 d
T8 T.viride 8.85 d

" Letras iguales indican diferencias no significativas.
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horas retrazo el desarrollo del hongo, decreciendo de un
40% a un 25%, pero al tercer dia y al cuarto dia el
desarrollo fue similar (cuadro 4 y Fig. 2). Segin los
resultados de la prueba de Tukey para el didmetro de
desarrollo micelial de T. viride a las 72 horas (Cuadro 6),
el tratamiento testigo (T 5) y Moncut (T 4) tuvieron igual
nivel de significacién (letra "d"). Cualitativamente se
observd una semejanza en el desarrollo del biccontrolador
en dichos tratamientos; un color verde intenso del micelio
v la alta densidad de esporas, a diferencia de los demads

tratamientos fungicidas.

Llevando a porcentajes los didmetros de desarrollo
micelial de T. viride (considerando 100% el desarrocllo del
tratamiento testigo T-5 para cada evaluacién), realizando
la diferencia entre el desarrollo del testigo (100%) y el
tratamiento fungicida, podemos obtener el efecto de este
gobre el desarrollo del biocontrolador. Los demas
tratamientos fungicidas presentaron diferencias a 72 horas
del desarrollo de Trichoderma; asi, Bayletdn (T-1) afectd
el desarrollo de Trichoderma respecto al testigo (T-5) en
un 39,3% , mientras que el tratamiento con Fitoraz (T-2)
afectd en un 58,2% respecto al alcanzado por el testigo (T-
5) v ademas presentod caracteristicas cualitativas
diferentes respecto al testigo pues el Dbiocontrolador
mostré coloracidén verde pédlido o amarillento y borde

irregular en el radio de desarrollo del micelio. Con
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Bayletén, Trichoderma tuve coloracidén verde claro y zonas

hialinas en los bordes del desarrollo micelial.

El tratamiento correspondiente a Tilt (T-3) impidid el
desarrollo de Trichoderma; al final de la evaluacién no se
observd desarrollo micelial y ademds presentd una decolora-
cion del micelio contenido en el disco de agar, por lo cual
el producto fue descartado para su uso en forma simulténea

con Trichoderma en invernadero.

4.4 Efecto de los fungicidas y T. viride sobre la

germinacién de los esclerotes de S. rolfsii.

Los resultados correspondientes a esta prueba se obser-
van en el Cuadro 7 y Figura 3. El andlisis de variancia
(cuadro 8), para datos del tercer dia (72 horas), indica
diferencias significativas entre promedios de esclerotes
germinados, como se observa en los resultados de la prueba

de Tukey en el cuadro 9.

El tratamiento testigo (T-6) a las 48 horas después de
la siembra presenté 100% de germinacidén., seguido por el
tratamiento correspondiente a Bayletén (T-1) con un 92,5%,
el fungicida no impididé la germinacidén de los esclerotes, a
las 24 horas se cobservé un mayor porcentaje de germinacidn
respecto al testigo. Segun la prueba de Tukey ambos trata-
mientos no difieren en el numerc de esclerotes germinados

pues presentan el mismo nivel de significacidén (letra "d").



Cuadro 7. Porcentaje de Germinacion de esclerotes de S. rolfsii tratados con

fungicidas sistémicos y T. viride.

Germinacion de esclerotes (%)
TRATAMIENTO FUNGICIDA DIAS

1 2 3 4
TS5 T.viride 10 5 0 0
il Moncut 0,1% 0 2 10 12
T3 Tilt 0,1% 5 22 32 35
T2 Fitoraz 0,1% 22 56 60 60
T1 Bayleton 0,1% 30 90 92 92
T6 S. rolfsii 22 100 100 100

" Porcentaje en base al promedio de cuatro repeticiones y de 10 esclerotes por

repeticion.



Figura 3. Curvas del porcentaje de germinacicon de esclerotes de

2. rolfsii tratados con fungicidas al 0,1% y T. viride.
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Cuadro 8. Analisis de variancia en D.C.A. para el porcentaje de germinacion de

esclerotes de S. rolfsii para datos del tercer dia.

FUENTE DE F.T.
VARIABILIDAD G.L. S.C C.M. F.C. 0,05 N.S.
Tratamiento 5 3447 68,94 87,67 2,77 g
E. Experimental 18 14,25 0,79

Total 23 358,95

* Existe diferencias significativas a nivel 0,05, entre los promedios de los tratamientos.

Cuadro 9. Prueba de Tuckey para promedios de porcentaje de germinacion de

esclerotes de S. rolfsii al tercer dia.

TRATAMIENTO FUNGICIDA PROMEDIO Nivel de Signif.
TS T.viride 0 a’
T4 Tilt 0,1% 3,25 b
T3 Moncut 0,1% 1,25 a
T2 Fitoraz 0,1% 6,00 c
Tl Bayleton 0,1% 9,25 d
T6 S. rolfsii 10,0 d

" Letras iguales indican diferencias no significativas.




52
Los esclerotes tratados con Fitoraz (T-3) fuerdn afecta-
dos en un 40% , se observd menor desarrollo del micelio reg
pecto al testigo donde el micelio fue uniforme y més denso.
Tilt (T-3) afectd la germinacién de los esclerotes en un

67,5% , observandose micelio de crecimiento irregular.

En el caso de Moncut (T-4) los esclerotes tratados no
germinaron en las primeras 24 horas, a las 48 horas se
registré un 2.5% de esclerotes germinados y a las 72 horas
un 12,5% ; ademds, se observé un escaso desarrollo
micelial. El1 producto afectéd 1la germinacién en forma
significativa aunque no lo impididé totalmente; Moncut fue
el segundo tratamiento con menor porcentaje de esclerotes
germinados y cuyo promedio no difiere estadisticamente del

tratamiento con Trichoderma (T-5).

Los esclerotes tratados con esporas de T. viride (T-5)
presentaron en las primeras 24 horas un 10% de germinacidn,
porcentaje que representa a la mitad obtenida en el
testigo, el micelio s8e caracterizé por ser corto e
irregular. A las 48 horas se observé la presencia de
micelioc de Trichoderma alrededor del esclerote, limitando
asi el desarrollo de 3. rolfsii. A las 72 horas Trichoderma
cubrié micelio y esclerotes de S. rolfsii v todo el PDA

libre.
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4.5 Prueba del alimento envenenado para T. viride, usando

diferentes dosis de Moncut.

Los resultados se observan en el cuadro 10 y figura 4.
El anédlisis de wvariancia (Cuadro 11) indica diferencias
gignificativas entre promedics de tratamientos, observéan-
dose que el desarrollo de TI. viride es inverso a la
concentracidn del Moncut en el medio PDA, sgin embargo el
biocontrolador no es afectado significativamente a dosis de
0.1% (tratamiento T 2), como se observa en los resultados
de la prueba de Tukey (Cuadro 11), donde su promedio de
desarrollo al tercer dia no difiere del tratamiento testigo
(T 1). Su curva de desarrollo es casi similar al tratamien-

to testigo (Figura 4).

Moncut a dosis de 0,2% (T 3) y 0.3% (T 4) afecta en
forma leve el desarrollo del Dbiocontrolador; cualitativa-
mente en los primeros dias se observa zonas concéntricas
marcadas ¥ de color verde claro a  diferencia del
tratamiento testigo (T 1) y a dosis del 0,1% (T 2) donde la
coloracién verde es mas intensa, pero al cuarto dia no se
observa mayores diferencias. Moncut a dosis de 0,3%, afecta
el desarrollo de TI. viride en menos del 50% en el primer
dia y menos del 30% al cuarto dia, a partir del quinto dia

el desarrollo es similar al testigo.



Cuadro 10. Diametro de desarrollo micelial (cm) de T. viride a 30° C a diferentes

dosis de Moncut en la prueba del alimento envenenado.

Desarrollo micelial (cm)”‘
TRATAMIENTO FUNGICIDA DIAS
1 2 3 4
T1T. viride 3,1 7.2 838 9,0
T 2 Moncut 0,1% 2.0 5.3 8.7 9,0
T 3 Moncut 0,2% 1,8 47 7.3 8.4
T 4 Moncut 0,3% 1,6 3,5 5.1 6,7

7y . "
Datos promedio de cuatro repeticiones.

Cuadro 11. ANVA y Prueba de Tukey para datos del tercer dia del desarrollo micelial
de T. viride a diferentes dosis de Moncut.

ANALISIS DE VARIANCIA

FUENTE DE

VARIABILIDAD G.L. S C.M. E.C. F.T. 0,05 N, S.
Tratamiento 3 36,91 12,30 9373 3.06 *
E. Experimental 12 0,156 0,013
Total 15 37,06

* Existe diferencias significativas a nivel 0,05, entre los promedios de los tratamientos.

PRUEBA DE TUKEY

TRATAMIENTO PROMEDIO Nivel de Signif.
T 4 Moncut 0,3% 5.05 a”

T 3 Moncut 0.2% 71335 b

T 2 Moncut 0,1% 8.63 c

T 1 T.viride 8,85 ¢

3

2

Letras iguales indican diferencias no significativas a nivel 0,05




Figura 4. fEfecto de diferentes dosis de Moncut sobre el desarrollo

micelial de T. wiride a 30° C, en la prueba del alimento

envenenado.
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4.6 FASE DE INVERNADERO

Para esta fase no se considerd a Tilt porgque en la
prueba del alimento envenenado inpidid el desarrollo de

Trichoderma.

La pudricién causada por S. rolfsii =se presentd
tempranamente, inpidiendo la germinacién v causando.la
muerte de las semillas, los cuales mostraron una coloracidn
violeta oscura y una pudricién humeda. En plantas, se pudo
observar a nivel del cuello la presencia de esclerotes
superficiales, igualmente en las hojas basales en contacto

con el suelo.

En algunos tratamientos, T. viride desarrollé y cubrid
la superficie del suelo como una alfombra verde e impidiéd

la germinacidn de esclerotes de 3. rolfsii

Los resultados en la prueba de T. viride aplicado por el
metodo "pullado" se pueden observar en el cuadro 12 y en el
grafico b. El analisis de variancia (cuadro 13) indica
diferencias significativas entre promedios de tratamientos
lo cual se observa en los resultados de la prueba de Tukey

(Cuadro 14).

Analizando estos resultados se observa que el
tratamiento testigo de la enfermedad (T-2), presenta el
maycr porcentaje de plantas afectadas (72%). Dentro del

grupo de tratamientos con aplicacién sdlo de fungicidas,
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Figura 5. Porcentaje de plantas de mani afectadas por S. rolfsii en
invernaderc, con aplicacién de fungicidas sistémicos al
0,1% v T. viride por el método pullado.
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Cuadro 13. Analisis de variancia en D.C.A. para ¢l total de plantas afectadas por S.

rolfsit con aplicacion de T. viride por el método “pullado”.

FUENTE DE F.T.0,05
VARIABILIDAD Crl 5.C. CM. E.C. N. S.
Tratamiento 9 108,65 12,07 41,62 1,98 *
E. Experimental 90 26,10 0,29

Total 99 134,04

* Existe diferencias significativas a nivel 0,05, entre los promedios de los tratamientos.

Cuadro 14. Prueba de Tuckey para el total de plantas afectadas por S. rolfsii con

aplicacion de T. viride por el método “pullado™.

TRATAMIENTO PROMEDIO Nivel de Signif.
T 1 Testigo 0 4.\
T 3 T.viride 0 a
T 9 Moncut 0,1% + T. viride + S. rolfsii 0,4 ab
T 10 T.viride + S. rolfsii 0.7 ab
T 8 Fitoraz 0,1% + T.viride + S. rolfsii 09 b
T 7 Bayleton 0,1% + T. vinide + S. rolfsii 0,9 b
T 6 Moncut 0,1% + S. rolfsii 1,1 bc
T 5 Fitoraz 0,1% + S. rolfsii 1.8 cd
T 4 Bayleton 0,1% + S. rolfsii 2,1 d
T2S. rolfsii 3,6 e

" Letras 1guales indican diferencias no significativas a nivel 0.05
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Bayletén (T-4) presenta un 42% de plantas afectadas, la
eficiencia en el control de la enfermedad es menor. Fitoraz
(T-5) presenta 36% de plantas afectadas, el nivel de
gsignificacién es igual al tratamiento anterior (letra d).
Entre estos tratamientos destaca Moncut (T-6), con 22% de
plantas afectadas y ademés su porcentaje no difiere
estadisgticamente del grupo de tratamientos con aplicacidn
de fungicidas mds Trichoderma (nivel significacidén b), el

cual presenta menor numerc de plantas afectadas.

Todos los tratamientos con aplicacién conjunta de
fungicida y I. viride por pullado (T-8, T-7, T-8, T-10) no
presentaron diferencias estadisticas significativas en el
control de la enfermedad (nivel significacién b).
Destacandoe la aplicacidn de Trichoderma (T-10) con 14% de
plantas afectadas y la aplicacién de Moncut més Trichoderma
(T-9) con =solo 8% de plantas afectadas; ademas, estos
porcentajes no difieren egtadisticamente (nivel
zignificacidén a) de los tratamientos testigos sin plantas

afectadas (T-1 y T-3).

Los resultados correspondientes a la aplicacidén de T.
viride por el método de "mezcla" se observan en el cuadro
15 v en el grafico 6, cuyo andlisis de variancia (cuadro
16) indican diferencias significativas entre promedios de

plantas afectadas de los tratamientos estudiados.
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Figura 6. Porcentaje de plantas de mani afectadas por S. rolfsii en
invernadero, con aplicacién de fungicidas sistémicos al 0,1%
y T. viride por el método "mezcla’.
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Cuadro 16. Analisis de variancia en D.C.A. para el total de plantas afectadas por S. rolfsii

con aplicacion de T. viride por el método “mezcla”.

FUENTE G.L. S CM. FC. FT.0,05 NS
VARIABILIDAD
Tratamiento 9 10824 12,03 36,32 1,98 *
E. Experimental 90 298 0,33
Total 99 138,04
. Existe diferencias significativas a nivel 0,05 entre los promedios de los tratamientos

Cuadro 17.  Prueba de Tuckey para el total de plantas afectadas por S. rolfsii con

aplicacion de T. viride por el método del “mezcla”.

TRATAMIENTO PROMEDIO Nivel de Sig,lriﬁcacién

T 1 Testigo 0 a”
T3 T. viride 0 a

T 9 Moncut 0,1% + T. vinide + S. rolfsii 0,6 ab
T 7 Bayleton + T. viride + S. rolfsii 06 ab
T 10 T. viride + S. rolfsii 0.8 ab
T 8 Fitoraz 0,1% + T. viride + S. rolfsii 0.8 ab
T 6 Moncut 0,1% + S. rolfsii 1.1 be
T 5 Fitoraz 0,1% + S. rolfsii 1.8 cd
T4 Bayleton 0,1% + S. rolfsiu 2.1 d

T2 S. rolfsii 36 e

* Letras iguales indican diferencias no significativas a mivel 0,05,
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Analizando los resultados y la prueba de Tukey del
cuadro 17, se observa gue el testigo de la enfermedad (T-2)
presenta el mayor porcentaje de plantas afectadas (72%). De
los tratamientos con aplicacién sdélo de fungicida., Bayletén
(T-4) presenta 42% de plantas afectadas por lo tanto es el
menos efectivo en el control de la enfermedad, le sigue
Fitoraz (T-5) con 36% de plantas afectadas. Destaca Moncut
(T-6) con el menor porcentaje de plantas afectadas (22%),
ademds su promedio no difiere estadisticamente de los
tratamientos con aplicacidén de fungicidas més Trichoderma

por el método mezcla (nivel significacién b).

Todos los tratamientos con aplicacién de fungicida més
Trichoderma en ‘“mezcla" (T-8, T-10, T-7 v T-9) presentan
igual nivel de significacién (b ¥ a), lo cual indica que
gon igualmente efectivos en el control de la enfermedad y
ademds no difieren de los tratamientos testigos sin
enfermedad (T-1 y T-3). Destacd la aplicacién combinada de
Trichoderma mds Moncut (T-8) v mas Bayletédn (T-7) ambos con

menores porcentajes de plantas afectadas (12%).

Los resultados correspondientes a ambos métodos de
aplicacidén del biocontrolador se andlizaron a través de un
andlisis de regresidén lineal (cuadro 18), la prueba resulté
significativa, existiendo una regresidn lineal entre estos
datos. Se concluye gque no existe diferencias significativas
para la aplicacidén por “pullado” o por 'mezcla” del

biocontrolador, para las condiciones del estudio. El



Cuadro 18.  ANVA del anlisis de regresion lineal para el total de plantas afectadas

aplicando T. viride por ¢l método “pullado” y por el método “mezcla”™.

FUENTE G.L. S.C. C.M. EE FT.005 N.S.
VARIABILIDAD
REGRESION 1 11,33 11,33 54,56 395 L
RESIDUAL 89 18,46 0,21
Total 90 298
Coeficiente de regresion B = 0,57

X Existe una regresion lineal de Y (mezla) en funcion de X (pullado), a nivel
significativo 0,05.

Cuadro 19. Analisis de Covariancia para la aplicacion de T. viride por el método

“pullado™ y el método“mezcla™

FUENTE G.L. SC’ CM- F.C F.T.0,05 N.S.
VARIABILIDAD
TRAT. AJUST". 8 3.80 0475
ERROR EXP". 89 18.46 0.207
TRAT.”+ EE” 98 2227 229 1,98 *
* Existe diferencias significativas a nivel 0,05 entre promedios de tratamientos para

ambos métodos de aplicacion de T. viride .
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Andlisis de Covariancia respectivo (Cuadro 19) indica
diferencias entre promedics de los tratamientos esto se

puede observar en el cuadro 14 y 17.

En los tratamientos correspondientes a la aplicacién de
Bayletén sé6lo ¥y asociado con Trichoderma (pullade vy
mezcla), las plantas de mani germinardn con un retrazo de
3-5 dias y desarrollaron plantas 50% méas pequefias respecto
a las plantas del testigo limpio (T-1) v al resto de

tratamientos.

Segin los resultados de laboratorio e invernadero, la
mejor combinacién para el control de S. rolfsii es la

aplicacién de combinada de T. viride y Moncut.

En cuanto a la sintomatologia de la enfermedad causada
por S. rolfgii, en las plantas de mani afectadas no se
obgervardn mayores diferencias cualitativas entre los
diferentes tratamientos. Inicialmente las plantas afectadas
mostraron una decoloracidén de las hojas; posteriormente, se
observé en los follolos manchas necréticas de color marrdn
a gris. Las plantas empezaron a marchitarse a partir de las
puntas para finalmente secarse y morir, lo cual coincide
con los reportes de Beaute y Rodriguez-Kabana (10),
Rogriguez-Kabana (47), y Morris (35), entre otros. Los
sintomas fueron mads evidentes a medida gue la temperatura
ge incrementaba moderadamente (28°C). Al extraer las

plantas afectadas del tratamiento testigo, se pudo observar
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en el tejido del cuello wuna lesién hundida chancrosa de
color marrdén oscuro, en algunos casos se observd micelio y
esclerotes alrededor de las lesiones, estos resultados han
sido reportados por Aycock (4). La siembra de estos tejidos
en medio PDAO confirmé la presencia de 8, rolfssi v de T.

viride en otros tratamientos.

Las temperaturas registradas en el invernadero de
Fitopatologia de la UNALM, durante las pruebas en macetas,
ge pueden observar en la Figura 7. El rango de temperatura
fue variable, el promedio estuvo alrededor de los 25°C. La
variacién de temperatura condicioné un desarrollo

desuniforme del patdgeno y la enfermedad.



Figura 7. Fluctuaciones de temperatura minima, media y méxima para
los meses de diciembre de 1992 y enero de 1993, en

condiciones de invernadero.
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V. DISCUSION

S. rolfsgii en condiciones "in vitro", mostré un répido
desarrollo micelial y abundante produccidn de esclerotes a
temperaturas de 30°C, coincidiendo con las descripciones
dadas para este hongo por Aycock (4) y otros (32, 43).
Montealegre (33), indica gque el hongo es favorecido por
temperaturas de 30 a 35° C. Temperaturas comprendidas entre
25 a 20° C afectarén el desarrolle v la produccién de
esclerotes. Las gotas de agua observadas durante la madurez
de los esclerotes, son descritas por Curzi, citado por
Aycock (4), como exudados que contienen azlicares V¥
amincacidos due promueven la descomposicién de los

esclerotes en el suelo.

En invernadero 8. rolfesii afectd la germinacién de mani.
Los esclerotes posiblemente en contacto o préximos a las
gemillas de mani germinaron vy las cubrieron micelialmente,
impidiendo su germinacién y causando la muerte de éstas.
Las semillas mostraban coloracidén violeta oscura y aspecto
semiacuoso; los sintomas observados probablemente fueron
una consecuencia de la produccién de enzimas y 4dcido
oxdlico que ejercen accidén durante la patdgenesis, como lo
reporta Aycock (4), y otros investigadores (5, 22, 35, 37,

40, 43, 45).

En la parte aérea de las plantas de mani se observaron
sintomas como: clorosis en las hojas, amarillamiento,

manchas marrén oscuro, marchitez foliar, secado y muerte de
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plantas, lo cual coincide con los reportes de Beaute y R.
K. (10), (47, 35). Aycock (4) y Bolkan (13) sefialan que el
hongo infecta por medioc de una masa micelial con secrecioén
de 4&cido oxélico, protopectinasa, celulasa, entre otras
enzimas que desintegran y matan el tejido antes de penetrar
al hospedante (5, 13, 22, 28, 40, 44, 45). El &cido oxdlico
produce un color parpura sobre las semillas de mani y es
responsable de la clorosis y necrosis de las hojas (4, 36).
Al extraer plantas afectadas se observé a nivel del cuello
una lesién hundida chancrosa color café y en algunos casos
micelio y esclerctes, reportados también para mani y otros
cultivos por Aycock (4) y otros investigadores (4, 37, 44,

51).

En invernadero log resultados para ambos métodos de
aplicacién del biocontrolador indican gque los mejores
tratamientos para el control de S. rolfsii corresponde a la
aplicacién conjunta de fungicidas y Trichoderma, destacando
la aplicacién asociada de Moncut mas Trichoderma (T-9) en
ambos métodos. En los tratamientos donde interviene
Trichoderma hay reduccién de la enfermedad a niveles
inferiores comparado con el uso de s6le fungicidas. En los
tratamientos usando tUnicamente fungicida, Moncut (T-6)
resulta ser el mejor tratamiento. Bayletdn en todos los
tratamientos afectdé la germinacidn y el tamafio de las
plantas (50% més pequefias) por un posible efecto fitotdxico

para el mani.
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5i bien Moncut (T-6) sobresalié entre los fungicidas al
reducir la infeccidén a un 22%, la reduccién en forma asocia
da con Trichoderma se debe en mayor medida a este ultimo al
reducir el porcentaje de plantas afectadas respecto a la
aplicacidén de fungicida sélo, debido probablemente a su
eficiente accidn micoparasita, como lo manifiestan diversos
estudios (6, 8, 20, 32, 36, 37, 39, 52). Lo cual se ha
constatado por los resultados obtenidos "in vitro'", donde
Trichoderma resulté ser el mejor tratamiento al impedir el
desarrollo micelial y la germinacién de los esclerotes de
S. rolfeii. E1 Moncut es un fungicida sitémico que actua

curando y protegiendo a la planta tratada.

Los resultados obtenidos en invernadero, permiten
corroborar las informaciones que describen la accién de T.
viride (1, 9, 19, 34), comoc pardsito micelial de 5.
rolfsii. Este actia por medio de clavijas, penetrando por
lisis enzimética de la pared célular, parasita internamente
las células hifales e invade la capa meldnica y el tejido
pseudoparenquimatico del esclerote por medio de la B-(1-3)
gluconasa y quitinasa (11, 15, 30) o lecitinas (8). Ademés
compiten por el mismo sustrato alimenticio con patégenos
que presentan una fase saprofitica (32). Asi en la prueba
"in wvitro" de germinacién de esclerotes, se observd
inicialmente la germinacidén micelial de algunos esclerotes
y posteriormente la germinacién de las esporas de T.

viride, cuyo micelio cubrid progresivamente a los
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esclerotes de 2. rolfsii no permitiendo su desarrollo,
probablemente debido a la accidén micoparasita del

biocontrolador.

"In wvitro", todos los fungicidas inhibieron el desarro-
1lo micelial del patégeno durante la prusba del alimento
envenenado, 1o cual indica que son igualmente efectivos e
impiden el desarrollo micelial del patdégeno. Para la misma
prueba losg fungicidas afectan el desarrollo de T. viride en
mayor o menor intensidad, destacando Moncut con menor
efecto inhibitorio sobre el desarrollo del biocontrolador y
estadisticamente el desarrollc es similar al testigo. Los
demds fungicidas afectan el desarrollo inicial del
biocontreolador, posteriormente el desarrollo es casi
similar al testigo. A nivel de invernadero estos fungicidas
probablemente no inpiden significativamente el desarrollo
final de Trichoderma, posiblemente porque solo las semillas

de mani fueron tratadas con los fungicidas.

Segun informe del CIP (15), el Vitavax WP fue el
fungicida més efectivo "in wvitro" ©para controlar la
germinacidn de esclerotes del hongo, pero en pruebas en
macetas para controlar la infeccidén de plantas de papa
resulté mejor el Terrazole a 300ppm. Esto indica que no
siempre los resultados "in wvitro" son los resultados
finales, porque a nivel de invernadero y campo influyen

muchos factores ambientales.
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La diferencia en la eficiencia de los fungicidas se debe
al controcl de la germinacidon de los esclerotes, pues
sobreviven en condiciones adversas del ambiente y son los
mas dificiles de controlar (4, 38). En el presente trabajo
se observd (cuadro 7 y el gréafico 3) gque Moncut redujo
significativamente la germinacién, aungue no lo impidid
totalmente, a diferencia de los otros fungicidas donde se
observé una mayor germinacién de los esclerotes, incluso
aumentaba ligeramente con el tiempo, tal es el caso de
Bayletén, el cual no impidié 1la germinacién en forma
significativa. Aycock (4) reporta que el control de la
germinacién de los esclerotes tiene importancia pues al
impedir su germinacidén no se produce la infeccién. Con
Trichoderma, se ha podido observar que realmente impide la
germinacién de los esclerotes (11, 15, 30) y posiblemente
al sumarse la accidén del Moncut se logran mayores

regultados como los obtenidos.

Moncut es un fungicida sistémico derivade del grupo de
los fenoles arométicos, que actian fungistaticamente sobre
la fosforilacidén oxidativa de hongos como Rhizoctonia spp..,
Sclerotium spp. ¥ es inefectivo para Trichoderma spp. (31,
34). La accién de Moncut se da al interior de la planta
impidiendo 1la infeccidén y el posterior desarrollo del
patogeno. Trichoderma actida externamente impidiendo un
mayor desarrollo del patdgeno en el suelo y que pueda

llegar a 1la planta, ademds disminuye la fuente de inéculo
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por su accién micoparasita. Podria decirse que el
biocontrolador actia como un buen fungicida de contacto y
sumada a la accidn sistémica del Moncut permite controlar

mejor a S. rolfeii

En una prueba adicional "in wvitro", Moncut resultéd ser
inefectivo para T. viride a dosis de 0,2 - 0,3 % (Figura
4). Reportes técnicos de log fabricantes (31) indican que
Moncut no inhibe el desarrollo de Trichoderma en dosis de
0,1% hasta 10%, inhibiendo el desarrolloc de S. rolfsii en
un 687% a dosis de 0,1% : mientras que, a dosis de uno a 10%
caustd 100% de inhibicidén, lo cual indicaria que el
fungicida podria ser usado a mayores dosis, sin afectar
significativamente el desarrollo del biocontrolador vy
rermitiéndole un mayor tiempo de viabilidad y accidén contra

el patdgenoc.

Fitoraz no tuvo destacado efecto en el contreol del
patdégeno, no obstante en la prueba "in vitro" logrdé reducir
casi al 50% el porcentaje de germinacién de 3. rolfsii,
posiblemente por la accidén de sus ingredientes activos y
porgque =se aplico a la semilla de mani, guedando los

esclerotes fuera de la accidén del fungicida.

Bayletén pertenece al grupo gquimico de los Triazoles,
tiene accidén fungitéxica sobre la membrana protopldsmica al
inhibir la sintesis de esteroles (Ergosterol), causando

pérdidas de los constituyentes citoplasmaticos esenciales.
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El posible efecto fitotéxico del producto podria deberse a
la dosis utilizada de 0,1% en la prueba de invernadero, es
recomendado por los fabricantes en el control de Oidium a
dosis de 0,05% en leguminosas y hortalizas., a 0,25% en
frutales v para royas 0,25% de producto comercial. También
rodria deberse al modo de accién del fungicida (inhibe 1la
gintesis de esteroles), que podria afectar algin mecanismo

de la fisiologia del mani, que es una oleaginosa.

Tilt tiene accidén similar a Bayletdén vy pertenecen al
mismo grupo quimico, tienen accioén contra algunos
Ascomycetes y afectan a Trichoderma (34), esto podria

explicar su efecto negativo sobre este ultimo.

La eficiencia del control quimico puede llegar al 100%,
pero se tiene gque tener presente el desarrollo de resisten-
cia del patégeno. Mont (34) cita a Georgopoulos, guién
reporta que S. rolfsii presenta resistencia a Difenil
(1563) y a PCNB (1864). Aycock (4), cita a Cooper, guién
obtuvo razas del hongo tolerantes a PCNB y a nitrobenzenos
clorinados. Estos antecedentes hacen pensar que la
eficiencia inicial del producto puede ser disminuida o ser
nula por el desarrollo de algin mecanismo de resistencia
del patdgeno; por lo cual, seria mds efectivo el control
biolégico o una mayor proporcién de este en un control
integrado. Diversos trabajos reportan la eficiencia de
Trichoderma en el control de S. rolfsii tales como Safiudo

et al. (48) en campos de frijol; Agrawal (1) en campos de
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lenteja; Wells et al. (52) en mani, tomate y lupinus azul;
Harman et al. (24) en semillas de rabanito vy arveja e
indican gue resulta tan efectivo como cuando se aplican
productos quimicos a las semillas. Recientemente Olivos
(38), encontré que PCNB vy TI. wviride tuvieron similar
comportamiento en la proteccién de plantas de cebada y
frijol al ataque de §. rolfsii. En Israel, se utiliza I.
harzianun (MTE-35) como fungicida bioldégico aplicado al
suelo y tiene la ventaja de ser compatible con diversos

productos quimicos (30).

Recientemente Montealegre (32) ha reportado gque T.
harzianun presentd mayor tolerancia a los fungicidas
Mepronil, Oxicarboxin y Tolclofos metil. Estos resultados
indican gque S. rolfsii podria ser controlado en forma
efectiva mediante un sistema de control integrado,
utilizando cepas del género Trichoderma y fungicidas. Esto
confirmaria la posibilidad del usc de Trichoderma mas
fungicidas en el control de S. rolfsii. Sin embargo
deberian evaluarse los factores que afectan o permitan una
mayor eficiencia del control en el campo, como la
produccién vy aplicacién de las cepas de Trichoderma. asi
como dosis de los fungicidas v su efecto sobre el medio
ambiente v sobre el organismo biocontrolador (temperatura,

materia orgénica en el suelo, humedad, etc.).

En lo referente a la forma de aplicacidén del biocontro-

lador, los resultados del analisis de regresidn (cuadro 17)
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indican gque no existe diferencia en aplicar por “pullado”
alrededor de la esemilla ¢ en "mezcla" homogénea al suelo
para las condiciones de estudio. En ambos métodos cuando el
indculo estuvo presente en la superficie, se pudd observar
que Trichoderma desarrolld como  una alfombra verde,
cubriendo rapidamente toda la masa de suelo, por ello
posiblemente se obtuvo eficiencia en ambos métodos de

aplicacidn.

A nivel de campo podria ocurrir que al ser aplicado en
pullado, Trichoderma desarrollaria alrededor de la semilla
como una masa compacta, impidiendo el avance del micelio
infectivo o la germinacidn esclerocial de S. rolfsii, perc
cuandc la planta crece y la raiz principal desarrolla en
longitud (en promedio 1 m de profundidad), puede ser que
los extremos radiculares no esten protegidos pudiendo
ocurrir la infeccidén. Pero si Trichoderma se aplicara en
mezcla con el suelo, podria proteger un &rea mayor el cual
abarcaria hasta las raices, aungque la semilla podria quedar
menos protegida por una menor cantidad del biocontrolador.
Se podria utilizar Moncut para el tratamiento a la semilla,
lo cual permitiria proteger los primeros estadios de la
planta, pudiendo obtenerse un control efectivo del
patégeno. El uso de una u otra forma de aplicacidn del

bioccontrolador debe ser estudiada a nivel de campo.

En invernadero log factores ambientales afectaron el

desarrollo de la enfermedad. La temperatura influyd en el
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desarrollo e infeccién micelial de 8. rolfsii v en la
manifestacidén de los sintomas en la planta (Figura 7)., la
temperatura promedioc estuvo cerca a los 25° C (fluctud de
17 a 32° C), inicialmente promovieron la germinacién v el
desarrollo vigoroso del patdgeno, posteriormente los dias
nublados determinaron un desarrollo alternado del patdgeno.
La fluctuacidén y el descensoc de la temperatura (figura 7)
afectd el comportamiento del patégeno, finalmente con el
incremento de la temperatura se favorecié a S. rolfeii. En
los resultados (cuadro 12 y 15), se observa mayor porcenta-
je de plantas muertas durante el periodo de pre-emergencia,
a diferencia del periodo de post-emergencia donde hubieron
plantas afectadas pero que no llegaron a morir durante el
tiempo que durd el estudioc. La incidencia de los factores
ambientales (como la temperatura), predisponen y favorecen
la presencia de la enfermedad, esto fue destacado vy
reportado por Aycock (4), Olivos (38), Punja (44) entre
otros. Montealegre (32) reporta que temperaturas menores a
20° € no afectan significativamente el desarrollo de T,

viride , pero considera ideal una temperatura de 27° C.



VI. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en dque se efectud el presente

egtudio y de acuerdo a los resultados obtenidos se concluye

que :

El mejor tratamiento en invernadero fue la aplicacidén de
de Trichoderma viride (aplicado al suelo) ¥ Moncut
(aplicado la semilla).

La aplicacidén de T. wviride =sd6lo y en forma simulténea
con fungicidas (Moncut. Fitoraz, Bayletén) permite
disminuir significativamente el ataque de 3S. rolfeii
con respecto a la aplicacidén s6lo de fungicidas.

Moncut es el mejor tratamiento fungicida para controlar

la enfermedad.

No hay diferencia entre la aplicacién de Trichoderma en
mezcla al suelo o en pullado alrededor de la semilla de
mani al momento de la siembra.

Bayletén a la dosis 0,1% resulté ser fitotéxico para las
plantas de mani, causd retrazo en la germinacidn y
redujo en méds del 50% el tamafic de las plantas.

T. viride "in vitro" inpide la germinacién de los

esclerotes v el desarrollo micelial de 8. rolfsii

"In vitro"”, Moncut al 0,1% resultdé ser el mejor trata-
miento fungicida al impedir el desarrollo de 8. rolfsii,
v fue indcuo al desarrolleo de T. viride .

Tilt al 0.1% en prueba "in vitro" resulté téxico para

I. viride .



ol
oy

VII. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas a nivel de campo usandc Moncut a
Mayores dosis y probando momentos de aplicacidn,

asociado al biocontreolador.

Realizar trabajos a nivel de campo utilizando T. wviride
v fungicidas en el control de 8. rolfsii., para determi-
nar el nivel de eficiencia y la persistencia del

biccontrolador, asi como el efecto del medio ambiente.

Efectuar mayores pruebas de control biolégico de S.
rolfeii wutilizando diferentes especies de biocontro-

ladores.

Estudiar el efecto de la aplicacién de diversas fuentes
v cantidad de materia organica sobre el desarrollo,
persistencia y eficiencia de T. viride &a nivel de

invernadero y campo.

Realizar estudios para determinar otros sustratos para
la propagacidén de Trichoderma y determinar la metddolo-
gia mas practica de aplicacién econdmica y eficiente,
que permita producir en gran escala inéculo de T, wviride

para su aplicacidén en campo.

Desarrollar una metddologia para realizar un control
integrado de §S. rolfsii en base a las informaciones

existentes y los trabajos realizados.



VIII. RESUMEN

En instalaciones de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, entre Mayo de 1982 a Enero de 1883, se estudid la
accidn individual y combinada de los fungicidas: Bayletén,
Fitoraz, Tilt. Moncut a la dosis del 0,1% y del biocontro-
lador Trichoderma viride Pers.: Fr. en el control de
Sclerotium rolfsii Sace. bajo condiciones de laboratorio e
invernadero; en este Ultimo se utilizo plantas de mani

(Arachis hvpogaea L.) variedad "Italiano de casma’.

Para determinar "in vitro” el efecto de los fungicidas
sobre 5. rolfsii se empleo el método del alimento
envenenado. Cada fungicida se mezclo con medioc PDA a la
doésis de 0,1% , posteriormente fuerdn vertidas en placas
petri; una vez solidificado, en el centro de cada placa se
sembrd un disco de agar (5 mm) conteniendo micelio del
patbégeno, para el tratamiento testigo el medio PDA no tuvd
fungicida. Cada tratamiento tuvé cuatro repeticiones, se
incubarén a 30° C y se evalud el radio de desarrollo
micelial. Los resultados fuerdn analizados en un Disefio
Completo al Azar vy los promedios mediante la prueba de
Tukey. Todos los fungicidas inpidierén el desarrollo

micelial del patdgeno.

Con la finalidad de determinar el efecto de los
fungicidas sobre el desarrollo del biocontrolador, se
procedid en forma similar a la prueba anterior con la

prueba del alimento envenenado para T. viride. Moncut
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resultdé ser casi inocuo para el desarrollo de T. viride ,
solo causo 5% de inhibicidén al tercer dia de desarrollo de
Trichoderma; Bayletdén inhibié un 39% ; Fitoraz el 58% vy
Tilt resultd ser nocivo para I. viride, pues no permitid su

desarrollo.

Esclerotes del patégeno tratados "in vitro" con los
fungicidas mencionados y esporas de T. viride en solucidn
al 0,1% y sembrados en medio PDAO, fuerdn afectados durante
su germinacién. Bayletdén no afectd significativamente la
germinacidén de los esclerotes, Fitoraz afectd en un 40%,
Tilt el 68%, Moncut el 88% y I. virde colonizé e inhibié

los esclerotes germinados inicialmente.

En invernadero se realizd las pruebas de control guimico
v bioldgico, mediante dos métodos para la aplicacidén del
biocontrolader: en ‘“pullade” o golpe alrededor de las
semillas de mani v en "mezcla” homogenea con todo el suelo.
En macetas de un kg de capacidad. conteniendo una mezcla de
suelo (50% suelo, 25% arena, 25% materia orgéanica), fueron
incorporados 50 esclerotes de S. rolfsii como fuente de
inéculo. Cinco gramos de Trichoderma (desarrollados sobre
granos de cebada) se aplicd en "mezcla" o "pullado” de
acuerdo a los tratamientos. Cinco semillas de mani tratadas
o no con los fungicidas al 0,1% fueron sembradas, las
pldantulas fueron regadas y observadas por 60 dias a una
temperatura promedio de 25° C. Los datos se analizarén

mediante un andlisis de variancia en un D.C.A. vy mediante
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la prueba de Tukey, los dos métodos de aplicacién del
Trichoderma fueron comparados mediante wun andlisis de

regresidén lineal.

Bajo 1las condiciones realizadas no se encontrd diferen-
cias estadisticas entre la aplicacién de I. viride al suelo
en "pullado” o en "mezcla”. El mejor tratamiento para la
proteccidén de las plantas de mani resulté ser la aplicacién
conjunta de fungicidas vy Trichoderma, destacando la
aplicacidén de Moncut mds Trichoderma con 8% de infeccidn ;
mientras que, la aplicacidn s6lo del biocontrolador o con
fungicidas disminuyeron el atagque en un 12 a 18% . Moncut
aplicado sélo, tuve un 22% de plantas afectadas, el testigo

rresentd 72% de infeccidn.

Bayletdén a la dosis 0,1% resultd ser fitotdxico para las
plantas de mani, al retrazar la germinacion de estos por 3-

5 dias vy producir enanismo en las plantas.

El desarrollo del biocontrolador sobre granos de cebada
facilita su manejo y aplicacidén, posibilita obtener grandes

volumenes para su uso en campo.

Los resultados indican la posibilidad de usar el
fungicida Moncut, aln a dosis mayores y asociado con T.
viride en el control de 2. rolfsii en mani. Estos
resultados deben ser verificados pero a nivel de campo. Los
resultados obtenidos podrian funcionar dentro de un control

integrado para 5. rolfsii
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Anexs L Resultados in witro de la proeba del alimento envenenado
para el diametro de desarrolle tmicelial de & rolfsid a 30° C

DESARROLLO MICELIAL &
JDE 2 3 4
T 1 Bayleton 0¥ 1| 0 ¥ 0 0 0
2 0 0 0 0 8]
il 0 0 0 0 0
G ] ] 3 i 3]
T 2 Fitoraz 01% 1 0 {0 i i 0
4 0 0 0 0 0
3 0 i 0 0 0
4 b 0 8] i &
T3 Tilt 0l% 1 0 0 0 0 0
2 4] ] 0 0 0
3 ] 4] 0 g 0
4 0 f ] { 0
T 4 Moncut 01% Iy o 0 0 0 0
2 0 0 0 0 u
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
TS5 5 roifsii 1y 19 19 L& 15 173
21 50 52 5,3 EAY 235
il &5 &3 A3 8,3 8,38
4 gr[} g:tj ';]_,0 Q,O g,(}

a/. Didmetro de desarrollo de 5, rolfsil en centimetios



4
Anexo 2. Resultados in vitre de l1a prueba del alimento envensnado
para el diametro de desarrollo micelial de T. viride a 30° (.

DESARROLLO MICELIAL &
TRATAMIENTO (Repeticiones) .
Dl 1 2 3 4 EROMED
T 1 Bayleton OI¥ 1] 15 13 L2 L2 13
2| 38 34 33 34 35
3| 53 50 50 58 54
41 76 74 75 &) 78
T 2 Fitoraz 0% tlon 0 0 0 0
21 19 22 2.4 2 22
3| 24 37 16 a8 37
41 48 43 43 42 44
T4 Moncut O1% 1 16 ad 21 16 149
2| 5, 48 53 55 5.4
31 &8 &3 a5 &9 49
4 90 90 90 90 | 90
T2 Tilt Ol¥ 1l o y 0 ¥ 0
2l 0 0 0 0 0
il 0 0 0 0 0
41 o 0 0 Q 0
TS S rolfsii 1l 32 3 30 3 1
2l 68 77 73 7.1 72
I oas 84 438 8.9 39
TG0 90 9,0 8,0 9,0

a/. Didgmetro de desarrolle de T. wiride en centimetros.



Had
Anexo 3 Efecto de fungicidas al 01% v T. viride sobre la germina-
cidn de los esclerotes de 3. rolfsli a 30° C

GERMII\E‘%CIGP{ ‘ J-:_SCLEI;OTIALW'-
8 = .
TRATAMIENTO i DROMED
DI&! | 2 3 4
T 1 Bayleton 01% ! 12 4 5 30
2 7 9 it 10 9,0
3 7 010 10 93
41 7 0w i 9,3
T 2 Fitoraz 0% 1 1 % 3 0 23
y; 7 & k& ) =8
3| 7 7 o 3 6.0
4 7 7 5 5 6.0
T3 Tilt 0l% 11 1 0 0 0,5
2| 2 3 2 2 23
3] 3 4 2 4 33
S 4 3 4 35
T 4 Moncut 01% 1 ¥ ¢ 0 0 {0
2] 1 0 { 0 0,25
3l 2 1 0 1 L0
41 3 1 0 L 13
T5 T viride 1] 1 ! 0 2 10
21 1 0 0 ! 05
i 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
T 6 3 rolfsii 111 4 - 0 23
2l 10 10 10 10
3110 10 10 10 10
41 10 0 10 0 10

4. Mimero de esclerctes germinados de un total de 10 esclerctes
por placa ¢ repeticidn.



Anexo 4. Resultados in vitro de la prueba del alimento envenenado
pata el desarrollo micelial de T, viride, a diferentes dosis
de Moncut,

DESARROLLO MICELIAL &/
Dlal 1 2 3 4
T1 T. wiride 11 32 3.0 30 3l 31
2 £.5 77 .3 71 Te
3| &8 R 8.4 5.9 8.9
41 GO an 9.0 Q.0 G
T 2 Moncut 01% 1 jRY 21 2.2 18 20
21 54 32 53 53 5.4
3| 85 57 83 8.7 8.7
41 90 a0 a0 Q0 4.0
T 3 Moncut 02% 11 19 L3 L& L9 R
2l 47 41 45 46 47
321 L5 73 7.2 7.4 74
4| &5 &4 5.4 5 a5
T 4 Moncut 03% 11 L7 L 16 1,7 16
21 34 36 33 36 35
3| 50 52 49 51 5
41 68 &8 .5 65 6,7

a/. Didgmetre de desarroflo de T vitide en cenfimetros.




ANexo 5

G4
. Nimero total de plantas de mani afectadas por 5. rolfsii
efl ivernadero, aplicande T, witide por el metode del
del pullado.

TRATAM. REPETICION * PROM| %
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10
T 1 O 0 0 0 0 0 O 0 0 G 0 | ©
T 5 o0 o0 0 0D 0 0 0 0 0 o | 0
T2 4 3 4 3 4 5 3 4 3 3 |36 |72
T 4 2 2 2 L 2 2 3 3 08 2 |2 |%®W
TS 2 2 2 3 t 1 2 2 1 2 |18 |3
T8 1 2 190 1 21t 2 0 1 |z
T7 {6 11 o 1 2 ¢t 1t 1 log|®
T 8 t 12 86 1 1 0 1 t 1 |o0g |
T4 1 1 00 0t 0 0 0 1t |og | 8
T 10 1 o 1 1t 1 0 1 0 1 07 | 14

a/. Nimero de plantas afectadas de un total de 5 plantas por
maceta ¢ repeticion.

Testigo (macetas sin 3 rolfsiiy

donde
Tl

TE &
T3 L
T4 5
T &
Te& &
T7 S
T& &
T4 &
TIi0 5

rolfsii
viride
roifsii

golo

+

+

{ +
i{ +

T

Bavlston 01%
Fitoraz Ol1%
Moncut Q1%
Bayleton 01%
Fitoraz O1%
Moncut 01%

1. wiride




C{ =

Anexo 6 Mimero total de plantas de mani afectadas por I rolfsil

ent invernadero, aplicands T. vitide por ¢l metodo

mezcla,
TRATAM. REPETICION % PROM | %
i 2 3 4 5 % 7 8 9 10
T g 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 o 00 0 0 0 0 0 0 0 0 o1 0
T 9 4 2 4 3 4 5 3 4 3 13 36 | 2
T 4 2 2 2 1 2 2 % 2 3 2 21 142
TS 2 8 2 3 1 1 2 2 & 3 15 | %
T & i ¢ {1 8 £ 2 1 2 49 1 R
T 7 {1 1 o 0 2 9 1 2 0 1 06| 12
T3 1 1 1 ¢ 1 1 0 2 1 0 081 18
T9Y 1 1 91 1 0 ¢ 1 0 1 nel 12
T 10 {001t 0 0 1 2 11 08| 16

a/. Miamero de plantas afectadas de un fotal de 5 plantas por
maceta o repeticidn.

donide:

T 1 Testige {macetas sin 3. rolfsiiy

T 2 & rolisii

T 3 T. wiride solo

T 4 g roifsii + Bayleton U1%

T5 S rolfsii + Fitoraz OI1%

T & & rolfsii + Moncut Ol%

T 7 & rolfsii + Bavieton Ol% + T, viride
T & & rolfsii + Fitoraz O1% + T. wiride
T 9 Z rolfsii + Moncut Ol% + T. wiride
T 5

rolfsii + T. viride




1;3 E:‘

Anexo 7. Tabla de temperaturas mdzima, minima y media en inver-
naders para los meses de diclembre de 1902 v enero de 1004

TICIERIERE 15852 - LMERC 1993
DI& MAY. MIN. PROM. * MAK MIN, PROM.
1 265 157 al4 233 193 ala
2 262 184 2.2 285 191 234
3 282 150 209 254 200 242
4 280 150 a6 274 196 235
D 27.2 58 2.2 284 194 2349
) 26.7 140 A5 20.4 180 33T
7 202 190 229 300 185 4.3
8 274 %5 214 300 19.3 247
9 270 158 a5 313 aL3 263
i 28.2 165 204 29.2 193 243
i 27.2 16.3 220 280 180 230
12 %5 153 211 285 17.4 230
i3 26.7 159 210 295 210 25.3
14 272 6.4 216 =6 0.8 23.2
15 275 6.0 21l 277 05 245
1% 23, 18.0 206 253 199 226
1 280 19.0 215 28 4 125 233
13 277 18.3 3.0 204 213 254
19 278 7.8 2.7 20 205 264
20 263 17.8 230 A7 ne 266
A 28.8 9.3 22. 37 214 265
22 W00 19.7 219 320 210 265
23 284 19.8 236 300 22.3 26.2
24 2749 194 et 02 210 206
25 264 18.3 229 30 a4 262
26 ol 150 219 20 205 263
27 260 17.8 202 A5 225 27.0
26 26.8 18.0 214 L8 22.2 261
29 320 185 239 287 223 220
30 281 185 et 301 22.4 263
A L3 2.3 263
PROMEDID 274 174 2149 204 204 249
FROMEDID  DICIEMEBRE - ENERD
MAXIMA - 284 MINIMA - 189 MEDIA - 237

* Temperatura en grados centigrados.
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