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RESUMEN

Argentina se posiciona entre los principales productores y exportadores de mani (Arachis
hypogaea L.), la mayor parte de la produccion se desarrolla en la provincia de Coérdoba,
aunque el cultivo se ha ido desplazando debido principalmente a las enfermedades fingicas
que afectan su produccion. La viruela tardia (Nothopassalora personata), es una de las
enfermedades mas importantes a nivel mundial, con pérdidas que pueden ser elevadas bajo
condiciones ambientales favorables y falta de medidas de manejo adecuadas. La principal
herramienta para su control es la aplicacion de fungicidas, sin embargo se han encontrado
escapes de la enfermedad, posiblemente por el surgimiento de subpoblaciones del patégeno
resistentes a ciertos principios activos, a lo que se suma la mayor presion social y de los
paises importadores por reducir el uso de pesticidas y apuntar hacia un manejo integrado.
Dentro de este esquema, el control bioldgico es una herramienta con gran potencial, que se
viene estudiando fuertemente en diferentes patosistemas. Con el objetivo de aportar
herramientas para el manejo integrado de la enfermedad, se estudiaron las cepas
Trichoderma harzianum ITEM 3636 y Pseudomonas putida RC-93 y la aplicacién de
fungicidas quimicos. En ensayos de laboratorio y mediante microscopia electrénica, se
evalud la aplicacion de ITEM 3636 a las semillas, y su comportamiento luego de la
germinacion, mediante microscopia confocal. Se llevaron a cabo ensayos de invernadero
para estudiar el efecto de la aplicacion de ambas cepas en la emergencia, crecimiento y
produccion de las plantas, sobre la intensidad de viruela tardia y posibles cambios en
enzimas relacionadas con la induccion de defensas. Finalmente, en ensayos a campo, se
evaluo el efecto de estos microorganismos inoculados en las semillas y la aplicacion foliar
de fungicidas, frente a la enfermedad y su impacto en el rendimiento. La aplicacion de
ITEM 3636 a las semillas, fue compatible con el uso de fungicidas curasemillas y el
adherente utilizado permitié su correcta dispersion; a su vez, se pudo comprobar su
comportamiento como endofito de las raices de mani. Ninguna de las cepas generd
problemas en la emergencia y RC-93 logré6 un mayor crecimiento de las raices en
condiciones de invernadero, donde ambas cepas disminuyeron la intensidad de la
enfermedad, sin encontrar diferencias en la actividad enzimatica evaluada. A campo, la
enfermedad disminuy6 solamente con los fungicidas, entre los que resalto la aplicacion de
clorotalonil y una mezcla que contenia una carboxamida; en cuanto al rendimiento, s6lo se
observo mayor produccion de granos calidad confiteria con la aplicacion de ITEM 3636 en

dos ensayos respecto al testigo. Estas cepas representan una potencial herramienta para
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incluir dentro de un programa de manejo integrado de viruela tardia del mani, es
importante continuar con la investigacion para encontrar la mejor forma de aplicacion y

descifrar los mecanismos involucrados en el biocontrol.
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ABSTRACT

Argentina is one of the main peanuts (Arachis hypogaea L.) producing and exporting
countries, the major production of this crop takes place in Cordoba province. Lately the
production area has migrated mainly because of the peanut fungal diseases. Late leaf spot
(Nothopassalora personata) is one of the most important diseases worldwide, reaching
high yield losses under favorable weather conditions and lack of proper management
measures. The main tool for its control is the application of fungicides, however it has been
observed that this tool can lose its effectiveness, possibly due to the emergence of fungal
subpopulations which are resistant to certain active ingredients. In addition to this, there is
a high pressure from society and the peanut importing countries to reduce the use of
pesticides and to aim towards a integrated disease management. In this approach,
biological control is a tool with big potential, which has been studied hardly in different
pathosystems. With the goal of contributing with some integrated management tools for
this disease, the isolates Trichoderma harzianum ITEM 3636 and Pseudomonas putida
RC-93 and the application of chemical fungicides were studied. In laboratory assays and
through electron microscopy, it was tested the application of ITEM 3636 on seeds and its
behavior after germination, by means of laser scanning confocal microscopy. Experiments
in greenhouse were carried out in order to study the effect of the application of both
isolates on the plant emergency, growth and production, late leaf spot intensity and
possible changes in the activity of enzymes related with defense induction. Finally, the
effect on the disease and the impact on crop yield of the microorganisms application on
seeds and fungicides foliar application were evaluated through field assays. The
application of ITEM 3636 on seeds were compatible with the use of chemical fungicides
on it and the adherent used allowed a correct dispersion; furthermore, the behavior of the
isolate as endophyte in peanut roots was confirmed. None of the isolates caused problems
on peanut emergency, and RC-93 achieved a bigger root growth under greenhouse
conditions. Both isolates were able to decrease the disease intensity, but no differences on
the enzymatic activity were found. On field tests, the disease only decreased with the use
of fungicides, standing out chlorothalonil and a mixture that contained a carboxamide;
regarding the yield, a greater production of confectionary quality grains was obtained only
with the application of ITEM 3636 in two assays when comparing with the control. These

isolates represent a potential tool to be included in an integrated management program of
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peanut late leaf spot, it is important to continue the research in order to find the best

application form and to decipher the mechanisms involved in the biocontrol.
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RESUMO

A Argentina esta entre os principais produtores e exportadores de amendoim (Arachis
hypogaea L.), a maior parte da producao esta localizada na provincia de Cordoba, embora
a cultura tenha migrado principalmente devido a doengas fungicas que afetam sua
producdo. A mancha preta do amendoim (Nothopassalora personata), ¢ uma das doengas
mais importantes a nivel mundial, com perdas que podem ser elevadas em condi¢des
ambientais favoraveis e na falta de medidas adequadas. A principal ferramenta para o seu
controle ¢ a aplicagdo de fungicidas, porém sua eficiéncia pode sofrer reducdo,
possivelmente devido ao surgimento de subpopulagdes de patdgenos resistentes a
determinados principios ativos, além da maior pressdo social e dos paises importadores
para reduzir o uso de pesticidas e visando o manejo integrado. Nesse contexto, o controle
bioldgico ¢ uma ferramenta com grande potencial, que vem sendo bastante estudada em
diferentes patossistemas. Com o objetivo de fornecer ferramentas para o manejo integrado
da doenga, foram estudadas as cepas Trichoderma harzianum ITEM 3636 e Pseudomonas
putida RC-93 e a aplicacdo de fungicidas quimicos. Em testes de laboratério e por
microscopia eletronica, a aplicagdo da ITEM 3636 nas sementes, € seu comportamento
ap6és a germinagdo, foi avaliada por microscopia confocal. Testes em estufa foram
realizados para estudar o efeito da aplicacdo de ambas as linhagens na emergéncia,
crescimento e produgdo das plantas, na intensidade da mancha preta e possiveis alteragdes
nas enzimas relacionadas a indugdo de defesas. Por fim, em ensaios de campo, avaliou-se o
efeito desses microrganismos inoculados nas sementes e a aplicacao foliar de fungicidas
contra a doenga e seu impacto na produtividade. A aplicacdo da ITEM 3636 nas sementes
foi compativel com o uso de fungicidas de tratamento de sementes e o aderente utilizado
permitiu sua correta dispersdo; além disso, verificou-se seu comportamento como endéfito
de raizes de amendoim. Nenhuma das linhagens gerou reducdo na emergéncia e a RC-93
obteve maior crescimento radicular em estufa, onde ambas as linhagens diminuiram a
intensidade da doenga, sem observar diferencas na atividade enzimatica avaliada. Em
campo, a doenca foi reduzida apenas com a utilizagdo de fungicidas, entre os quais se
destacou a aplicag@o de clorotalonil e uma mistura contendo uma carboxamida. Em termos
de produtividade, uma maior producdao de graos de qualidade para confeitaria s6 foi
observada com a aplica¢do da ITEM 3636 em dois ensaios em relacdo ao controle. Essas
cepas representam uma potencial ferramenta a ser incluida em um programa de manejo

integrado da mancha preta do amendoim. Por este motivo, ¢ importante continuar com as
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pesquisas para encontrar a melhor forma de aplicagdo e decifrar os mecanismos envolvidos

no biocontrole dessa doenga.
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I. INTRODUCCION

1. Mani

1.1. Generalidades

El mani (Arachis hypogaea L.) es una especie alotetraploide (2n = 40), ampliamente
cultivada en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. En la ultima década su
producciéon mundial se ha mantenido alrededor de los 45 millones de toneladas. El
principal producto comercializado a nivel mundial, es el mani sin cascara, teniendo como
los principales exportadores a India, Estados Unidos, Argentina, Brasil y China, con un
85% del total comercializado, correspondiendo el 29% de las importaciones a la Union
Europea. El segundo producto en importancia para el sector, es el mani preparado o en
conserva, que tiene a Argentina como el primer exportador (42% del total de las
exportaciones a nivel mundial), donde Estados Unidos nuclea el 11,4% de las compras,
seguido por Japon, Corea y Canada. Respecto al aceite de mani, China es un importante
consumidor cuyo principal proveedor es Argentina, que se consolida como el mayor
exportador con 44% del volumen total (Calzada y Rozadilla, 2018).

Actualmente, Argentina se posiciona como el octavo productor de mani a nivel mundial; a
su vez, debido a la reconocida calidad del mani argentino y al bajo consumo interno
(alrededor de 400 gr anuales per capita), el pais ocupa el primer lugar como exportador de
aceite y mani calidad confiteria (USDA, 2021). Dentro de Argentina, la provincia de
Cérdoba ocupa el primer lugar en superficie y produccion de este cultivo, y abarca la
totalidad de su proceso de industrializacion, generando mas de 12.000 puestos de trabajo
en diferentes localidades (CAM, 2021). Sin embargo, en las ultimas dos décadas, se ha
registrado un fuerte desplazamiento del cultivo hacia los departamentos del sur de

Cordoba, incluso a provincias limitrofes (MAGyP, 2021).

1.2. Origen

Hay datos que muestran que los manies se desplazaron al Valle de Zafa en el norte de Peru
8.500 anos atrés, probablemente desde el este de las montafias de Los Andes, pero con
caracteristicas muy diferentes a las del actual mani domesticado (Dillehay et al., 2007).
Los primeros exploradores espafioles y portugueses, hallaron cultivos de mani en varias

islas del oeste de la India, en México, costas noreste y este de Brasil, en toda la cuenca
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calida del Rio de La Plata y de manera extensiva en Pertl. Desde alli se fue diseminando a
Europa, Africa, Asia, e incluso las Islas del Pacifico y luego viajo al territorio sudeste de
los Estados Unidos (Hammons ef al., 2016). Las especies silvestres se encuentran so6lo en
Sudamérica, distribuidas desde el nordeste de Brasil al noroeste de Argentina y de la costa
sur de Uruguay al noroeste del Mato Groso, sur del Amazonas y de la base este de Los
Andes hasta el Atlantico (Krapovickas y Gregory, 1994).

El mani cultivado, pertenece al Orden Fabales, Familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoidea, tribu Aeschynomeneae y proviene de la region noroeste andina de
Argentina y Bolivia. En Argentina, su produccion a pequeiia escala comenzo en la época
colonial, basicamente en Jujuy, Salta, Corrientes, Misiones, Chaco y norte de Santa Fe
(Garcia, 2005), siendo actualmente cultivado en la provincia de Cérdoba (maés del 80%), y

en menor medida, en Buenos Aires, La Pampa y San Luis (MAGyP, 2021).

1.3. Composicion

El mani es producido y comercializado para la industria aceitera (produccion de aceite y
pellets) y para el consumo humano directo. El grano contiene aproximadamente 40% de
aceite, con alto contenido de acido graso oleico, que le permite una larga vida en estante.
La harina de mani, también constituye una importante demanda internacional para la
produccion de alimentos balanceados, debido a su alto contenido proteico. No obstante,
casi el 50% del volumen total producido es exportado como mani confiteria para el
consumo humano directo. Entre sus propiedades, resaltan el aporte de gran variedad de
antioxidantes, vitaminas A, C y E, polifenoles, acido folico, magnesio, hierro, grasas
monoinsaturadas e incluso fibra (Bishi et al., 2015), ademas de flavonoides, isoflavonas
como el acido p-cumadrico y resveratrol (Francisco y Resurreccion, 2008). Su consumo
contribuye a la reduccion de los niveles de lipidos y presion sanguinea, previniendo
enfermedades cardiovasculares (Lopes et al., 2011), puede proteger contra el Alzheimer,
gracias a los efectos antiinflamatorios que se le atribuyen (Higgs, 2003), entre otros tantos

beneficios que se asocian al consumo de sus granos (Arya et al., 2016).

1.4. Morfologia

Con el cambio del destino de la produccion, de aceite comestible a granos para consumo

directo, hubo un cambio en las variedades sembradas, pasando de las tipo Valencia y
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Espafiol (subespecie fastigiata), con un porte erecto y ciclo mas corto (120 dias) al tipo
Runner, mas ampliamente sembrado en la actualidad (subespecie hypogaea var.
hypogaea), que posee un porte rastrero y ciclo de crecimiento mas prolongado (160 dias)
(Baldessari, 2017).

El mani, es una planta herbacea, anual, con una altura normalmente entre 30 y 50 cm, el
tallo es angular y puede ser glabro o pubescente; sus hojas son tetrafoliadas, con foliolos
oblongo — lanceolados y se disponen de manera alternada en el tallo principal y ramas
secundarias, siendo cada hoja sostenida por una estipula parcialmente adnata. Sus flores
estan agrupadas comunmente en numero de tres en racimo, se ubican en las axilas de las
hojas en las ramas laterales y en el tallo principal en los tipos de la subespecie fastigiata
(Periasamy y Sampoornam, 1984). Tiene un patrén de floracion indeterminado y la
fertilizacion de sus flores, por autofecundacion, ocurre sobre el nivel del suelo, pero las
vainas se desarrollan debajo de este, para lo cual genera una estructura denominada
ginoforo, comunmente llamada clavo, que lleva el embrion desde la superficie hacia el
suelo para el posterior desarrollo del fruto y los granos en su interior (Smith, 1950). El
fruto es una legumbre unilocular, denominada geocarpo, conocido como vaina o caja;
contiene 2 a 5 semillas, o por aborto puede tener solo una. Normalmente las semillas

poseen un tegumento rojizo, violaceo-oscuro o blanco (Bianco ef al., 2006).

1.5. Fisiologia

El mani es una planta tropical, por lo que requiere un periodo de crecimiento con
temperaturas altas, precipitaciones bien distribuidas durante su crecimiento, con al menos
un total de 500 mm y abundante radiacion. El rango optimo de temperatura es 25-30°C
para el periodo de crecimiento vegetativo (Prasad ef al., 2003) y 22-24°C para el periodo
de crecimiento reproductivo (Ong, 1984), temperaturas superiores a 34°C disminuyen el
nimero de clavos y vainas, tamafio de semillas y consecuentemente el rendimiento del
cultivo (Ong, 1984; Prasad et al., 2000).

Una vez sembrada, la semilla tolera sequias, e incluso inundaciones. Durante el periodo de
crecimiento del cultivo, puede generar rendimiento con precipitaciones que acumulen s6lo
300 mm, aunque para una produccion de calidad comercial, estas deberian ser de al menos
500 mm. Por otro lado, los mejores suelos para su implantacion, son los franco arenosos

bien drenados, con un pH entre 6.0 y 6.5 (Andrés et al., 2016).
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Es una especie con un habito de crecimiento marcadamente indeterminado, encontrando
flores, clavos y frutos en formaciéon al mismo tiempo que la planta contintia creciendo
vegetativamente (Giayetto et al., 2017), por lo que al momento de la cosecha, es comun
encontrar vainas y granos de diferente tamafo y grado de madurez (Lamb et al., 2017).
Durante gran parte del ciclo del cultivo, hay competencia entre érganos reproductivos y
vegetativos en activo crecimiento, sin embargo, es una especie que se encuentra limitada
en su rendimiento, por los destinos reproductivos (Haro et al., 2013; Morla et al., 2017).

Respecto al fotoperiodo, es una especie de dia neutro al momento de la iniciacion floral,
mientras que este tiene efecto en su desarrollo fenologico post floracion, comportandose en

ese periodo, como una especie de dias cortos facultativa (Bagnall y King, 1991).

1.6. Fenologia

Las etapas vegetativas (V) se determinan en base al numero de nudos desarrollados en el
tallo principal, comenzando con el nudo cotiledonar como cero, hasta el tltimo nudo con
una hoja tetrafoliada totalmente expandida. Por su parte, las etapas reproductivas son: R1
(comienzo de floracion), R2 (comienzo de formacion de clavos), R3 (comienzo de
formacion de vainas), R4 (vaina completa), RS (comienzo de formacién de semillas), R6
(semilla completa), R7 (comienzo de madurez), R8 (madurez de cosecha) y R9 (vainas
sobremaduras). A nivel de cultivo, se considera que se llega a una determinada etapa
fenologica, cuando el 50% de las plantas observadas tienen cierto numero de nudos (etapa

vegetativa), o una o mas flores, clavos, vainas o semillas (etapa reproductiva) (Boote,

1982).

2. Enfermedades del mani

Las enfermedades son el principal problema para la produccion de mani en todas las areas
donde se cultiva. Estas pueden afectar la parte aérea o subterranea de las plantas (Marinelli
et al., 2017). Dentro de las primeras, se encuentra la viruela temprana (Passalora
arachidicola Hori), viruela tardia (Nothopassalora personata (Berk. & M.A. Curtis) U.
Braun, C. Nakash, Videira & Crous) y roya (Puccinia arachidis Speg.) que son las mas

extendidas y destructivas a nivel mundial, con registros de hasta 70% de pérdidas de
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rendimiento (Subrahmanyam et al., 1984); siendo la viruela la enfermedad foliar con
mayor importancia tanto en Argentina como en todos los demas paises productores (Hasan
et al., 2014; Jordan et al., 2017; Marinelli et al., 2017; Pires Ribeiro y Heuert, 2019; Anco
et al., 2020a). Ambos patdogenos causantes de la viruela, pueden presentarse juntos, incluso
sobre el mismo foliolo, pero en las tltimas campafias agricolas en Argentina, N. personata
ha sido practicamente la Unica especie encontrada (Marinelli et al., 2017; Oddino et al.,
2018), lo que también ha sido sefialado en otros paises (Fulmer, 2017). Por otro lado, las
enfermedades por patdégeno habitantes del suelo con importancia en Argentina, por las
pérdidas que pueden llegar a generar, son: el carbon del mani (Thecaphora frezii), tizon
(Sclerotinia sclerotiorum y S. minor), podredumbre parda de la raiz (Fusarium solani) y

marchitamiento (Sclerotium rolfsii) (Andrés et al., 2016).

2.1. Viruela del mani

2.1.1. Agente causal

Los agentes causales de la viruela temprana y tardia, pertenecen al filo Ascomycota, clase
Dothideomycetes, orden Capnodiales (Videira et al., 2017). La viruela temprana es
generada por Passalora arachidicola Hori, que posee micelio septado, comienza con un
desarrollo intercelular al principio de la infeccion y luego intracelular, produciendo poca
cantidad de estroma color marrén oscuro, con conidiéforos amarillo-amarronados,
fasciculados, geniculados, que pueden ser septados o no. Por su parte, los conidios son
hialinos a ligeramente color oliva, obclavados, con 4 a 13 septas, curvados, con 38-108 um
de longitud y 2-5 pum de ancho (Kolte, 1985).

Por su parte, la especie que produce la viruela tardia, es Nothopassalora personata (Berk.
& ML.A. Curtis) U. Braun, C. Nakash., Videira & Crous, y ha sufrido numerosos cambios
de nombre a lo largo de los afios, los sindnimos con los que se la puede encontrar en la
bibliografia son: Cladosporium personatum Berk. & M.A. Curtis, (1875); Cercospora
personata (Berk. & M.A. Curtis) (1885); Septogloeum arachidis (1898); Cercospora
arachidis (1902); Cercosporiopsis personata (Berk. & M.A. Curtis) (1928); Passalora
personata (Berk. & M.A. Curtis) (1961); Cercosporidium personatum (Berk. & M.A.
Curtis) (1967); Phaeoisariopsis personata (Berk. & M.A. Curtis) (1983) (Giordano et al.,
2021a). Su micelio es septado y exclusivamente intercelular; la infeccion es causada por

los haustorios en el tejido de empalizada y en el mesoéfilo. El micelio crece dentro del
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vegetal, alrededor de los puntos de infeccion, generando un estroma denso dentro de la
epidermis, produce conidiéforos fasciculados y geniculados, de color marrén rojizo, con
puntas hialinas, con o sin septos (Figura 1). Los conidios son solitarios, de color marréon
palido a olivaceo, con paredes anchas, cilindricos a obclavados, rectos o suavemente
curvados, dpice redondeado o estrechandose en un pico, base redondeada levemente
truncada, con una longitud de 38—85x5-8 um, 2-7 septos y un ancho de 3—4 um (Kolte,
1985; Videira et al., 2017).

Figura 1: Conidioforos y conidios de Nothopassalora personata, observados en microscopio 6ptico, 40X.

Para el nombramiento de estos hongos, se ha tenido en cuenta lo impuesto en el marco del
congreso internacional de botanica realizado en Melbourne (2011), donde se introdujeron
una serie de cambios en la nomenclatura botdnica para algas, hongos y plantas. Se
abandono el nombre dual, y el ultimo cddigo internacional de nomenclatura obliga a que

cada especie sea denominada por un solo nombre.

2.1.2. Sintomas y ciclo de la enfermedad

Los sintomas principalmente se ven en los foliolos, pudiendo desarrollar un halo clorético

0 no, también se pueden encontrar en peciolos, tallos y clavos (Marinelli y March, 2005;
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Gremillion ef al., 2011), comenzando por las hojas inferiores (Figura 2). En la cara abaxial
del foliolo, la mancha por viruela tardia es marrén a negra, con una textura rugosa,
mientras que la producida por viruela temprana es marrdn clara y tiene textura suave
(Marinelli et al., 2017). Ambos patogenos pasan el invierno como micelio vegetativo en el
rastrojo, luego, en primavera se estimula la conidiogénesis y los conidios se dispersan por
accion de las precipitaciones y del viento, pudiendo causar las primeras infecciones. La
patogénesis de N. personata comienza con el desarrollo del tubo germinativo que entra en
las células vegetales a través de los estomas o directamente por la epidermis, permitiendo
el crecimiento intercelular del micelio. Las lesiones se desarrollan 10-14 dias luego de la
infeccion inicial, donde aparecen las manchas en las que se producen los conidios, que al
ser dispersados por lluvia y viento, generan infecciones secundarias. La humedad relativa,
es el principal factor climatico que desencadena la enfermedad, sumado a temperaturas
entre 18 y 20°C, que son Optimas para la germinacion de los conidios. El ciclo de la
enfermedad, se puede repetir muchas veces durante el ciclo del cultivo si las condiciones
ambientales son adecuadas (cinco o mas horas con humedad relativa superior a 95% y
temperaturas mayores a 16° C), a medida que aumenta la temperatura, se incrementa la

tasa de desarrollo de la enfermedad (Marinelli y March, 2005).

Figura 2: Sintomas de viruela tardia: manchas con halo clorético en foliolos (A), manchas en foliolos,
peciolos y estipulas, y defoliacion (B).

La viruela causa reduccion en la asimilacion de carbono, senescencia prematura de las

hojas y desprendimiento de vainas, lo que genera pérdidas de rendimiento (Bourgeois y
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Boote, 1992). La cantidad y calidad de la producciéon es muy afectada con defoliaciones
superiores a 20-35% a cosecha, segln el ciclo agricola y el sistema productivo (Backman y
Crawford, 1984; Nutter y Shokes 1995, Anco et al., 2020a). El nivel de dafio econémico
final para el area productora de la provincia de Cérdoba, se ha calculado en 10-13% de
severidad (Cappiello et al., 2012). La defoliacion ha sido indicada como la principal causa
de las pérdidas de rendimiento (Backman y Crawford, 1984); a su vez, con altos valores de
intensidad o una demora en el arrancado, los clavos se debilitan y se pierden vainas al
momento de la cosecha (Bourgeois y Boote, 1992). La intensidad de esta enfermedad es
muy variable segun la localidad y campana agricola (Fulmer, 2017; Marinelli et al., 2017,

Oddino et al., 2018).

2.1.3. Control quimico

Al igual que sucede en otros patosistemas, para el manejo de esta enfermedad se
recomiendan herramientas culturales, como realizar rotacion de cultivos (Ijaz et al., 2019),
o no demorar la fecha de siembra (Fulmer, 2017; Jordan et al., 2019). Sin embargo, por el
elevado potencial del in6culo de generar infecciones, el manejo de esta enfermedad a
campo, se realiza casi exclusivamente con el uso de fungicidas quimicos (Jordan et al.,
2017). La principal tactica empleada ha sido la aplicacion de fungicidas protectores de
amplio espectro (de contacto), comenzando antes de evidenciar los primeros sintomas de la
enfermedad (bajo condiciones ambientales predisponentes) y hasta tres semanas previas al
arrancado. A su vez, se utilizan diversos fungicidas con un solo sitio de accion, lo que
requiere cuidados, debido al elevado riesgo de generar resistencia a estos principios
activos.

Actualmente, se cuenta con diversos productos (Tabla 1), que segiin su relacion con el
vegetal son clasificados como de contacto, sistémicos o mesostémicos. Los primeros
forman una barrera quimica a la infeccion, actuando desde el momento en que son
aplicados a la planta. Los sistémicos por su parte (principalmente el grupo quimico de los
triazoles), son absorbidos por los tejidos de las plantas, brindando una proteccion mas
uniforme (Siqueira de Acevedo, 2007). Los mesostémicos en cambio (estrobilurinas y
carboxamidas), tienen un movimiento translaminar en los tejidos vegetales, lo que les
otorga una mayor residualidad. Se recomienda iniciar las pulverizaciones inmediatamente
una vez que se evidencien los primeros sintomas de la enfermedad, especialmente si las

condiciones ambientales son predisponentes para su rapida diseminacion. El intervalo entre
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aplicaciones depende de las condiciones climaticas y de las caracteristicas del fungicida,

oscilando entre 14 y 21 dias (Pedelini, 2016).

Tabla 1: Fungicidas registrados para viruela del mani

Principios activos

Relacion con

Grupo quimico

el vegetal
Aceite de arbol del té + difenoconazole S Triazol
Azoxistrobina S Estrobilurina
Azoxistrobina + benzovindiflupir M Estrobilurina + carboxamida
Azoxistrobina + cyproconazole MyS Estrobilurina + triazol
Azoxistrobina + difenoconazole MyS Estrobilurina + triazol
Azoxistrobina + epoxiconazole MyS Estrobilurina + triazol
Benomil S Bencimidazol
Boscalid + pyraclostrobin M Carboxamida + estrobilurina
Carbendazim S Bencimidazol
Carbendazim + epoxiconazole S Bencimidazol + triazol
Clorotalonil P Cloronitrilo
Cyproconazole S Triazol
Difenoconazole S Triazol
Difenoconazole + cyproconazole S Triazoles
Difenoconazole + propiconazole S Triazoles
Difenoconazole + pydiflumetofen SyM Triazol + carboxamida
Fluoxastrobin M Estrobilurina
Fluoxastrobin + tebuconazole MyS Estrobilurina + triazol
Flutriafol S Triazol
Fluxapyroxad + pyraclostrobin + epoxiconazole M,MyS Carboxamida N estrobilurina
+ triazol
Mancozeb P Ditiocarbamato
Metconazole + epoxiconazole S Triazoles
Picoxystrobin + cyproconazole MyS Estrobilurina + triazol
Picoxystrobin + pentiopirad M Estrobilurina + carboxamida
Prothioconazole + trifloxistrobin SyM Triazol + estrobilurina
Propiconazole S Triazol
Pyraclostrobin M Estrobilurina
Pyraclostrobin + epoxiconazole MyS Estrobilurina + triazol
Tebuconazole S Triazol
Tiofanato metil S Bencimidazol
Trifloxistrobin + ciproconazole My S Estrobilurina + triazol

S: sistémico. M: mesostémico. P: protector. Fuente: CASAFE (2021).

Se ha reportado un mejor control de viruela con la aplicacion de fungicidas del grupo de

las carboxamidas, respecto a las mezclas de estrobilurinas y triazoles normalmente

utilizadas, demostrando a su vez un efecto sinérgico frente a la enfermedad al combinar

principios activos (Woelke et al., 2014; Culbreath et al., 2020).
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En ensayos realizados en Argentina, se ha encontrado una buena eficiencia de control del
fungicida multisitio clorotalonil (de contacto), al igual que con mezclas que contenian
algn principio activo perteneciente a las carboxamidas, el grupo quimico de mas reciente

incorporacion en el sector mani (Oddino et al., 2018; Giordano ef al., 2021Db).

2.1.2.1. Resistencia a fungicidas

En ensayos in vitro realizados en Argentina se observo un comportamiento diferencial de
N. personata segun el fungicida utilizado y la zona de procedencia del hongo, al utilizar
in6culo recolectado de diferentes localidades de la provincia de Coérdoba. Se encontrd
menor eficiencia en la inhibicion de la germinacion de los conidios con aquellos fungicidas
con mayor historial de uso (grupo quimico de los triazoles). Por su parte, las carboxamidas
lograron los mayores valores de inhibicion, teniendo el grupo de las estrobilurinas un
comportamiento intermedio (Oddino et al., 2017).

Por otro lado, Stevenson y Culbreath (2006), reportaron un incremento en la frecuencia de
deteccion de aislados del patogeno con sensibilidad reducida a uno de los triazoles mas
utilizados en Estados Unidos, tebuconazole. Los triazoles han sido utilizados en el control
de viruela del mani durante mas de 30 afios, y ya se ha mencionado en varias
oportunidades la disminucion de eficiencia de control de diferentes ingredientes activos
dentro de este grupo, como difenoconazole, tebuconazole, cyproconazole y epoxiconazole
(March et al., 2012; Oddino et al., 2012). A su vez, tanto las estrobilurinas como los
triazoles, han demostrado una menor inhibicion en la germinacion de los conidios al ser
colectados de areas con mayor historial de produccion de mani, lo que demuestra la
necesidad de continuar realizando ensayos para detectar el posible surgimiento de
poblaciones resistentes a un determinado fungicida o grupo quimico en ciertas areas, y asi
poder modificar dosis y/o productos a utilizar en cada una (Oddino et al., 2017). Es
importante tomar medidas que minimicen el riesgo de pérdida de sensibilidad a los
fungicidas (Culbreath et al., 2020). A su vez, la mayor parte de la produccion de mani de
Argentina es exportado, y principalmente a la Uniéon Europea, donde se realizan
mediciones del nivel de plaguicidas presentes. Teniendo en cuenta por otro lado, los
efectos negativos que trae aparejado el uso masivo de los mismos sobre el agua, suelo y
otros organismos vivos (Zubrod et al., 2019), es que resulta necesario evaluar otras

herramientas, que permitan un manejo sustentable y duradero de la enfermedad. Una de las
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alternativas que surgen a esto, y que cada vez se evaliia frente a mas patosistemas, es el

control biolégico (Kohl et al., 2019).

3. Control bioldgico de patéogenos

El control de enfermedades en las plantas, puede realizarse mediante el uso de organismos
benéficos, o los productos que estos generan. El uso combinado de diferentes agentes de
biocontrol o la integracion de estos con otras herramientas de manejo de la enfermedad,
mejora la proteccion de la planta y el espectro de actividad de los mismos (Jetiyanon y
Kloepper, 2002; O’Brien, 2017; Tariq et al., 2020). La reduccion de las dosis de fungicidas
utilizadas, sumado al empleo de agentes de biocontrol, ofrece un control efectivo de ciertas
enfermedades de suelo, donde el control quimico por si solo, no es eficiente (Kondoh et al.,
2001); sin embargo, cuando se utilizan este tipo de técnicas, es importante tener en cuenta
el riesgo que trae aparejado el uso de subdosis de fungicidas, debido al posible surgimiento

de subpoblaciones resistentes del patdgeno (van den Bosch ef al., 2011).

3.1. Antecedentes en mani

En Argentina hay trabajos en que se emplean distintos agentes de control biologico (ACB)
frente a patdgenos que afectan a este cultivo, como 7. frezii (Ganuza et al., 2018), F. solani
(Rojo et al., 2007; Erazo et al., 2021) y S. rolfsii (Figueredo et al., 2017).

Especificamente respecto al control bioldgico de viruela del mani, hay diversos estudios
realizados hace ya un tiempo, donde se menciona la utilizacion de cepas bacterianas en
diferentes centros de investigacion de la India. Por ejemplo, Meena et al. (2002) reportaron
un control de la enfermedad en condiciones de invernadero y de campo, mediante la
aplicacion de una formulacién en polvo a base de Pseudomonas fluorescens Pfl a la
semilla y al follaje. Kishore ef al. (2005a) encontraron una disminucion de la enfermedad e
incremento del rendimiento con aplicacion foliar de Bacillus circulans GRS 243 y Serratia
marcescens GPS 5 suplementadas con quitina coloidal. También se logré disminuir la
intensidad de la enfermedad mediante la aplicacion de Pseudomonas aeruginosa GSE 18 y
S. marcescens GPS 5 suplementadas con quitina, debido a un aumento en la actividad de
enzimas relacionadas con la defensa de las plantas (Kishore et al., 2005b). Anil y Podile

(2012) adoptaron un enfoque integrado, trabajando con una cepa de Bacillus thuringiensis
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con actividad quitinolitica, tolerante a clorotalonil, que manipularon genéticamente para
que exprese la proteina elicitora harpin Pss de P. syringae pv. syringae. Cuando aplicaron
esta bacteria a las plantas, la severidad de la viruela tardia disminuyo considerablemente; al
mismo tiempo, se obtuvo un mayor crecimiento de las plantas, principalmente en raices,
cuando las semillas fueron tratadas con dicha bacteria.

Existe a la fecha una sola publicacion (Hasan et al., 2014), donde reportaron una
disminucién de la viruela del mani y una promocioén de crecimiento del cultivo, en ensayos
realizados en Bangladesh, mediante el uso de un biofungicida a base de Trichoderma sp.
aplicado a la semilla y por aspersion foliar; en comparacion con un testigo y con el uso de
productos a base de plantas.

En contraste con lo anterior, Zhang et al. (2001) en experiencias llevadas a cabo en Estados
Unidos, no encontraron un biocontrol de la enfermedad y sugierieron que la resistencia a
viruela tardia del mani no es sistémicamente inducible, como si observaron en otros
cultivos al aplicar un grupo de PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas) y de elicitores de manera foliar; entre esos microorganismos se encontraban

especies de los géneros Paenibacillus, Brevibacillus y Bacillus.

3.2. Genero Trichoderma

Entre las especies de hongos mas estudiadas y empleadas como ACB, se destacan las
pertenecientes al género Trichoderma (Tariq et al., 2020; Konappa et al., 2022).
Trichoderma pertenece al filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales.
Son hongos saprofitos que sobreviven en la materia organica de los suelos,
descomponiéndola; en ciertas condiciones pueden comportarse como anaerobios
facultativos, lo cual les otorga una mayor plasticidad ecoldgica, encontrandose en todas las
latitudes, debido a su alta capacidad enzimadtica, su metabolismo versatil y resistencia a
inhibidores microbianos (Danay ef al., 2009).

Es un hongo de micelio septado, que produce conididéforos altamente ramificados, con un
contorno cénico o piramidal, terminando en fidlides en las que se forman los conidios, las
colonias pueden ser de color blanco, amarillo o verde (Rifai, 1969). La mayoria de las
especies del género, presentan clamidosporas intercalares o terminales, las cuales toleran
condiciones ambientales adversas, permitiéndole al hongo una mayor sobrevida (Stefanova

etal., 1999). A su vez, pueden formar estructuras tipo apresorio que sirven para ingresar en
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los tejidos vegetales y penetrar hifas de hongos fitopatégenos (Nogueira-Lopez et al.,
2018; Larran et al. 2020).

Hay cepas que pueden colonizar las raices de las plantas tras penetrar sus paredes celulares,
y en algunos casos, comportarse como endofitos eficientes y persistir durante el ciclo de un
cultivo (Martinez Medina et al., 2016). Muchas especies de Trichoderma, entre ellas T.
viride, T. atroviride, T. afroharzianum, T. virens y T. reesei, han sido reportadas como
endofitas, capaces de proveer a las plantas, efectos benéficos (Woo et al., 2014; Harman y
Uphoff, 2019; Ikram et al., 2019). De todos modos, es importante resaltar que los efectos
de estos microorganismos sobre las plantas, dependen de la interaccion especifica entre
estas y cada cepa en particular (Harman et al., 2021). Muchas veces el microorganismo se
mantiene en el interior de las raices de las plantas, teniendo efectos benéficos sobre otros
organos, es decir induciendo un efecto sistémico (Tseng ef al., 2020).

Las especies de este género poseen diferentes mecanismos de accion que le permiten el
control de fitopatdégenos, tales como competencia, micoparasitismo, antibiosis,
desactivacion de enzimas del patdgeno, resistencia inducida, entre otros. Si una cepa tiene
varios de estos mecanismos, mas eficiente y duradero resulta el control sobre el patdogeno

(Danay et al., 2009).

Mecanismos de accidén de Trichoderma

Competencia: estos hongos estan bioldgicamente adaptados para una colonizacion agresiva
de los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir como clamidosporas. Su alta
velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y la amplia gama de sustratos sobre los
que pueden crecer, debido a la diversidad de enzimas hidroliticas que producen, hacen que
sean muy eficientes como saprofitos y como ACB (Singh ef al., 2018). Su gran capacidad
de movilizar y absorber nutrientes, hace a las especies de este género, mas eficientes y
competitivas que muchos otros microorganismos del suelo para la colonizacién (Benitez et
al., 2004). Algunas cepas producen sideroforos que pueden detener el crecimiento de otros
hongos (Erazo, 2020). Por otro lado, el 4cido harzidnico (metabolito secundario producido
por muchas especies de Trichoderma), presenta actividad antifingica, promueve el
crecimiento vegetal y estimula la germinacion de las semillas en ciertas especies. Ademas,
se ha demostrado su habilidad para unirse a metales como el Fe*, lo cual puede
representar un mecanismo de solubilizacién del hierro incrementando su disponibilidad

para la planta (Vinale et al., 2013). Frente a altas presiones de una enfermedad, podria no
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ser un mecanismo muy efectivo, al verse limitado por la carga de in6culo del patdégeno

(Latz et al., 2018).

Micoparasitismo: durante este proceso, el hongo crece quimiotréficamente hacia el
hospedante, se adhiere a sus hifas, se enrolla y ocacionalmente las penetra. La degradacion
de las paredes celulares se puede visualizar en los estados tardios del proceso, lo que
genera un debilitamiento muy importante del patégeno (Carsolio et al., 1999; Erazo et al.,
2021). Una vez que ocurre la infeccidon, se desarrolla un sitio donde las hifas de
Trichoderma interactiian con las del patdgeno, en dicha zona de interaccidon quimica, las
hifas de Trichoderma estan en la planta, pero no la matan (Harman et al., 2004; Harman y
Shoresh, 2007). Este hongo secreta enzimas hidroliticas especificas que degradan las
células de la pared del hospedante, donde [-glucanasas, quitinasas, proteasas y
glucosaminidasas son las principales enzimas involucradas (Erazo et al., 2021).

Respecto a la capacidad enzimatica, Anand y Jayarama (2009) resaltan las quitinasas por
su alta actividad en este género. A su vez, Xia et al. (2018), encontraron que la expresion
del gen chit42 para quitinasa, procedente de un hongo entomopatogeno, en una cepa de 7.
harzianum aumentd su capacidad biocontroladora frente a Botrytis cinerea. Respecto a las
glucanasas, Djonovi¢ et al. (2006) encontraron que al suprimir el gen tvbng3 (codifica una
B-1-6-glucanasa), se redujo el potencial micoparasitico de 7. virens contra Pythium
ultimun, mientras que al sobreexpresar dicho gen, la actividad parasitica fue evidentemente
incrementada. Resultados similares se reportaron con la sobreexpresion de dos [3-
glucanasas (TvBng2 y TvBng3) frente a Rhizoctonia solani, P. ultimun y Rhizopus oryzae
(Djonovi¢ et al., 2007). Cabe sefialar que Trichoderma no solo parasita hifas activas, sino
que también lo hace con estructuras como esclerocios y peritecios (Catalano et al., 2011;

Inch y Gilbert, 2011).

Antibiosis: muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios, volatiles y no
volatiles, de los cuales algunos inhiben el desarrollo de otros microorganismos sin tener
contacto fisico (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Hay compuestos volatiles, con un efecto
esencialmente fungistatico, debilitando al patdégeno y haciéndolo mas sensible a los
antibiodticos no volatiles (hiperparasitismo de origen enzimatico) (Durman et al., 2003).

Los antibioticos producidos tienen dos posibles mecanismos de accion. Los compuestos
volatiles, apolares y de bajo peso molecular presentan una alta concentracion en el suelo y

poseen una distancia relativamente larga de accion. Mientras que otros poseen efecto a

15



. INTRODUCCION

corta distancia, actuando en la proximidad de las hifas productoras, dentro de este grupo se
encuentran los antibidticos polares y peptaiboles (Vinale et al., 2008a).

Stefanova et al. (1999) encontraron que los metabolitos no volatiles producidos por cuatro
aislamientos de 7Trichoderma, redujeron el crecimiento micelial de distintos hongos
patégenos mediante vacuolizacidn, granulacion, coagulacion, desintegracion y lisis celular.
Algunas de las enzimas no so6lo intervienen en el proceso de penetracion y lisis, sino que
actuan también como antibioticos, tal es el caso de la enzima endoquitinasa (Ech42) que
causa hidrolisis en las paredes de B. cinerea, y ademas inhibe la germinacion de conidios y

el crecimiento de tubos germinativos de varios hongos (Carsolio et al., 1999).

Induccion de defensas: la utilizacion de Trichoderma no se limita a combatir patdgenos,
sino que es un simbionte oportunista de las plantas, aumentando la resistencia sistémica de
las mismas, permitiéndoles resistir a numerosos patdégenos (Shoresh et al., 2010). Una vez
establecida la asociacion con la planta, la fisiologia de la misma es modificada, induciendo
ciertos cambios, como mayor crecimiento y adquisicion de resistencia a numerosas
enfermedades (Marra et al., 2006).

El tratamiento con hongos y bacterias biocontroladores sensibilizan a las plantas a
defenderse contra el ataque de patdgenos, desencadenando varios mecanismos de defensa,
como fitoalexinas, sintesis de fenoles (Chen et al, 2000; Madhaiyan et al, 2006),
acumulacion de proteinas relacionadas a la patogénesis (Meena et al., 2000) y deposicion
de barreras estructurales (Benhamou et al., 1996).

Las proteinas relacionadas a la patogénesis, como [B-1,3-glucanasas y quitinasas, producen
la lisis de la pared celular de los hongos. A su vez, la quitina y oligomeros glucanos
liberados en esa degradacion, actian como elicitores de varios mecanismos de defensa en
las plantas (Karthikeyan et al., 2005).

En un estudio realizado por Gajera et al. (2015), se evalu6 la induccion de enzimas de
defensa involucradas en la ruta del fenilpropanoide y la acumulaciéon de proteinas
relacionadas a la patogénesis en plantulas de mani infectadas con Aspergillus niger Van
Tieghem, en respuesta a 7. viride JAU60, encontrando una importante reduccion de la
enfermedad y un aumento significativo de la actividad especifica de las enzimas polifenol
oxidasa, -1,3-glucanasa, fenilalanina amonio liasa y quitinasa en las plantulas tratadas.

Se ha encontrado que en muchos casos, las plantas tratadas con Trichoderma sp., aceleran
la resistencia de las mismas al ataque de patogenos, al estimular la induccion de

mecanismos como respuesta hipersensible, resistencia sistémica adquirida y resistencia
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sistémica inducida (SAR e ISR, respectivamente, por sus siglas en inglés) (Benitez et al.,
2004; Vinale et al., 2008b). Por otro lado, Manganiello et al. (2018) encontraron que el
acido harzianico tiene la capacidad de incrementar la expresion de genes relacionados a la
defensa al aplicarse en plantas de tomate. La induccion de la defensa en la planta por
Trichoderma suele ser ISR, que se emplea contra patdogenos necrotréficos, o SAR, que
suele ser desencadenada por patégenos biotroficos y hemibiotroficos, o ambas a la vez
(Mendoza-Mendoza et al., 2018). Ademads, dicha resistencia pareceria ser una
caracteristica que se hereda a la progenie (Medeiros ef al., 2017).

Una de las caracteristicas comunes de las respuestas de resistencia inducida por
microorganismos beneficiosos, es el efecto “priming” con el que las plantas responden mas
rapidamente y mejor frente al ataque posterior de un patdogeno (Conrath, 2011). Esto no
precisa la expresion de una costosa respuesta de defensa, ya que la activacion de estos
mecanismos, se da después del reconocimiento de un potencial intruso (Zamioudis y
Pieterse, 2012); podria ser disparado por la accion de las citoquinas sintetizadas por los
microorganismos benéficos, ya que con su aplicacion, solo se activan las defensas si hay
infeccion de un patoégeno (Albrecht y Argueso, 2016). Este mecanismo seria una solucion
frente al dilema que se plantea entre la proteccion de las plantas ante una enfermedad, y los

costos asociados a la activacion de la defensa (Hermosa et al., 2013).

Promocién del crecimiento vegetal: ademas del control de patogenos, las especies del
género Trichoderma, promueven el crecimiento de las plantas, desarrollo de raices,
rendimiento, resistencia a estreses abidticos y mejora la absorcion y uso de los nutrientes
(Harman et al., 2004). Cutler et al. (1989) encontraron que “koniningin A” es un
metabolito secundario producido por 7. koningii, que puede regular el crecimiento vegetal.
A su vez, distintas especies del género, producen acido citrico y glucénico, bajando el pH
del suelo y favoreciendo la solubilizacion de fosfatos, hierro, magnesio, manganeso y otros
micronutrientes (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008b). En un
trabajo realizado por Mastouri et al. (2010), las semillas de tomate que fueron tratadas con
T. harzianum T22, germinaron mas rapido y de manera més uniforme que las no tratadas,
bajo condiciones de estrés osmotico, salino o por bajas temperaturas. Esta cepa redujo la
acumulacion de peréxidos de lipidos en las plantulas bajo estrés osmotico y en semillas
viejas, logrando un mayor vigor de plantulas y disminuyendo el estrés gracias a la

induccion de proteccion fisiologica en las plantas ante el dafio oxidativo.

17



. INTRODUCCION

Los mecanismos de defensa de este género, involucran compuestos quimicos y enzimaticos
que lo hacen eficientes como micopardsitos, antagonistas y agentes de biocontrol;
cualidades que pueden ser aprovechadas utilizando al hongo o sus metabolitos secretados,
como fungicidas biologicos en el manejo de enfermedades fungicas (Vinale et al., 2009;
Konappa et al., 2022). Las especies de Trichoderma mas importantes en el campo del
biocontrol, son 7. atroviride (al principio mal llamado 7. harzianum), T. harzianum, T.
virens y T. asperellum, cuya actividad antagonista estd basada en la activacion de multiples
mecanismos (Benitez et al., 2004; Hamid y Mohiddin, 2018). En nuestro grupo de trabajo,
se han reportado disminuciones en la intensidad de enfermedades del mani, como
podredumbre parda de la raiz por F. solani (Rojo et al., 2007; Erazo et al., 2021) y carbon
por T. frezii (Ganuza et al., 2018) al aplicar un bioformulado de 7. harzianum ITEM 3636,

sin afectar la microbiota del suelo (Ganuza ef al., 2019).

3.3. Genero Pseudomonas

De manera general, la aplicacion de PGPR es una alternativa muy importante para
disminuir el estrés causado en las plantas por factores abiodticos. Las plantas inoculadas,
sufren modificaciones morfologicas y bioquimicas, que les otorgan mayor tolerancia a
estos factores (tolerancia sistémica inducida), a través de varios mecanismos como
produccion de la enzima 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa,
reduccién de la produccion de etileno, modificacion en el contenido de fitohormonas,
induccion de la sintesis de enzimas antioxidativas en la planta, mejora en la toma de
nutrientes esenciales, produccion de sustancias poliméricas extracelulares, menor
absorcion de metales pesados e induccion de genes de resistencia a estrés abiotico (Etesami
y Maheshwari, 2018).

Entre las cepas bacterianas mas empleadas en los ltimos afios para el control bioldgico de
enfermedades en cultivos, se destacan las pertenecientes al género Pseudomonas (Tariq et
al., 2020), con un amplio espectro de actividad antifingica, debido entre otras razones, a
los antibioticos volatiles que producen (Haas y Keel, 2003; Viji et al., 2003). Distintas
cepas de Pseudomonas fluorescentes (capaces de desarrollar una coloracion fluorescente
en medio de cultivo especifico), han sido reportadas como potenciales biocontroladores

contra Sclerotium rolfsii en diferentes cultivos (Singh et al., 2003; De La Fuente et al.,
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2004); en tomate, Pastor et al. (2010) encontraron a su vez un mayor nimero de plantas
emergidas y peso seco de sus raices en un ensayo en camara de incubacion.

Muchas especies de Pseudomonas son conocidas como PGPR en varios cultivos, y como
potenciales agentes de biocontrol (O’Brien, 2017). Entre sus principales mecanismos
resaltan la competicion por hierro mediada por sider6foros, competencia por nutrientes y
espacio, resistencia sistémica inducida y produccién de compuestos antimicrobianos (Haas
y Défago, 2005; Bakker et al., 2007).

Por otro lado, este género posee muchas caracteristicas que lo hacen adecuado para su
empleo como biocontrolador y promotor de crecimiento (Weller, 2007; Hernandez-Le6n et
al., 2015). Muchas de las cepas usadas para biocontrol, pertenecen a P. aureofaciens, P.
chlororaphis, P. fluorescens y P. putida (McSpadden Gardener, 2007; Couillerot et al.,
2009; Morrison et al., 2017). Por ejemplo, P. putida Al, inhibe el crecimiento de algunas
bacterias fitopatdogenas, posiblemente debido a la secrecidn de metabolitos bioactivos,
representando una importante actividad antimicrobiana (Sun et al., 2017).

En el cultivo de mani no abundan los trabajos realizados con ACB de este género, salvo los
estudios mencionados previamente (Meena et al., 2002; Kishore et al., 2005b), y otro
similar en donde prueban una cepa de P. aeruginosa frente a S. rolfsii en aplicaciones a la
semilla (Kishore et al., 2005c). Unos afios mas tarde, Tonelli et al. (2011) encontraron
menor severidad del marchitamiento del mani (S. rolfsii), al inocular las raices con una
suspension de una cepa de Pseudomonas sp., atribuyendo esto a la proteccion mediada por
ISR, debido a la lejania espacial del hongo y la bacteria. Dicha induccion de respuestas de
defensa, estd asociada a la produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis, entre
ellas: B-1,3- glucanasa, enzima de defensa PAL (fenilalanina amonio liasa) y enzimas

oxidativas como PO (peroxidasa) (Compant et al., 2005).

4. Trichoderma, Pseudomonas y fungicidas quimicos

Normalmente a campo, se integran herramientas de control de enfermedades, al elegir lotes
segun su historial, mantener rotaciones de cultivos, utilizar genotipos de buen
comportamiento (cuando hay disponibilidad), elegir fechas de siembra, entre otros. A esto,
se suma la aplicacion de fungicidas, orientados a la prevencion y/o control de las

enfermedades en los cultivos.

19



. INTRODUCCION

La utilizacion de ACB de manera integrada con otras herramientas, principalmente a
fungicidas, es una practica que se viene estudiando hace un tiempo, debido a las ventajas
que tendria dicha asociacion, principalmente vinculados a una menor dependencia de los
fungicidas de sintesis. Esto supone costos mas bajos para el productor, menor impacto al
ambiente y una mayor duracion de la eficiencia de estos principios activos, por la menor
presion de seleccion sobre la poblacion de patogenos (Meshram et al., 2022).

Manjula et al. (2004), estudiaron el desempeno de distintas cepas de P. fluorescens con
buenas caracteristicas como biocontroladoras de S. rolfsii, frente a una cepa de 7. viride y
al fungicida thiram, encontrando que el crecimiento bacteriano fue compatible con los
mismos en ensayos in vitro. Luego, en ensayos de invernadero, aplicaron las bacterias a
semillas de mani, probando del mismo modo a 7. viride y al fungicida quimico, solos o en
coinoculo con Pseudomonas, y encontraron una mayor proteccion de las plantulas frente a
la enfermedad, lo cual fue mas significativo cuando se aplic6 Pseudomonas mas
Trichoderma que cuando se aplico el fungicida solo, o los microorganismos por separado.
Kishore et al. (2005d), observaron una disminucion de la intensidad de la viruela tardia del
mani en invernadero, al aplicar de manera foliar concentrados bacterianos de dos cepas de
P. aeruginosa tolerantes a clorotalonil de manera conjunta con el mismo, manteniendo un
bajo nivel de la enfermedad; algo similar observaron a campo con una de las cepas,
encontrando que la dosis del fungicida podia ser disminuida considerablemente al integrar

ambas herramientas.
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1. Hipaotesis

El bioformulado a base de Trichoderma harzianum ITEM 3636, aplicado solo o con
Pseudomonas putida RC-93 y combinado con fungicidas es efectivo para el control de la

viruela del mani.

Trichodermal/Pseudomonas desencadenan mecanismos de defensa frente a Nothopassalora
personata, agente causal de la viruela tardia del mani, con un aumento de componentes

celulares que juegan un rol importante en la respuesta de defensa de la planta.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar un bioformulado de Trichoderma harzianum ITEM 3636 solo o en co-indculo con
Pseudomonas putida RC-93 y asociado a fungicidas para el control de la viruela del mani
(Nothopassalora personata), profundizando en el estudio del efecto de estos

microorganismos sobre la respuesta sistémica de defensa.

2.2. Objetivos especificos

1- Evaluar el efecto biocontrolador de Trichoderma harzianum ITEM 3636 solo o en co-
indculo con Pseudomonas putida RC-93 sobre la viruela del mani causada por

Nothopassalora personata, en ensayos de invernadero.

2- Determinar compuestos asociados a la induccion de defensa en mani por Pseudomonas

putida RC-93 y/o Trichoderma harzianum ITEM 3636, frente a Nothopassalora personata.

3- Observar la interaccion y colonizacion de raices de mani por Trichoderma harzianum

ITEM 3636.

4- Valorar la eficiencia del bioformulado a base de 7. harzianum ITEM 3636 solo o en co-
indculo con P. putida RC-93 y su efecto combinado con fungicidas quimicos, sobre la

viruela del mani causada por Nothopassalora personata, en ensayos a campo.
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La presente seccion, tiene la finalidad de reunir toda la metodologia en comun, empleada a
lo largo del desarrollo de la tesis, y los resultados y discusion que se desprenden de su
analisis. El presente trabajo se baso en el planteo de un manejo integrado de la viruela
tardia del mani, mediante el uso de microorganismos, como potenciales ACB y de
fungicidas de sintesis quimica, normalmente utilizados para su control.

Se realizaron diversas actividades en laboratorio, tanto en la UNRC (Rio Cuarto,
Argentina), como en la UFRRJ y en EMBRAPA Agrobiologia (Rio de Janeiro, Brasil),
para el estudio de los microorganismos empleados como ACB y para la preparacion de
indculo y tratamiento de semillas. Se llevaron a cabo ensayos en condiciones
semicontroladas en invernadero, para evaluar el efecto de estos microorganismos sobre el
crecimiento de las plantas de mani y su efecto sobre viruela tardia. Finalmente, se
ejecutaron ensayos de campo en diferentes afios y localidades, con la finalidad de estudiar
el efecto de estos potenciales ACB aplicados a las semillas, sobre el rendimiento del
cultivo y su comportamiento frente a la enfermedad, en combinacién con la aplicacion

foliar de fungicidas de sintesis quimica registrados para su control.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Cultivar y curado de semillas

Se utilizaron semillas de mani (Arachys hypogaea L.) cv. Granoleico, que es el mas
sembrado en todo el pais. Es un cultivar tipo Runner Alto oleico, con alto potencial de
rendimiento, excelente produccion de granos calidad confiteria, gran adaptabilidad a todas
las regiones agroecologicas del pais y otros paises. Posee habito de crecimiento rastrero,
muy ramificado, con un ciclo de 160 dias promedio, posee granos ovalados de color rosa
palido (Soave et al., 2004).

Las semillas fueron acondicionadas con una mezcla de dos productos cusaremilla
comerciales, Rancona Dimension® + Vitavax flo® a una dosis de 2 y 2,5 cm?® por
kilogramo de semillas, para disminuir el ataque de patdgenos a las mismas. Los principios
activos del primer producto, ipconazole 2,5% p/v + metalaxil 2% p/v, pertenecen a los
grupos quimicos de los triazoles y de las acilalaninas, respectivamente. Ipconazole actiia de

manera preventiva y curativa, alterando la biosintesis de la membrana celular de los
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hongos; mientras que metalaxil actia a nivel de la sintesis de &cidos nucleicos. Por otro
lado, los principios activos del segundo producto comercial, carboxin 20% p/v + thiram 20
% p/v, pertenecen a los grupos quimicos de las oxatin-carboxamidas y los ditiocarbamatos,
respectivamente. Carboxin interfiere en el proceso respiratorio del hongo y posee un efecto
estimulante del crecimiento de las plantas al favorecer la actividad enzimatica y
estimulacion de la transformacidon de nitratos en componentes organicos; por su parte,
thiram posee accion de contacto, multisitio. Esta mezcla es utilizada en lotes destinados a
produccion comercial, y ha demostrado buenos resultados en ensayos a campo (Maier et

al., 2017).

1.2. Preparacion del inéculo de los ACB

1.2.1. Cepa flingica

Se utilizo6 la cepa Trichoderma harzianum ITEM 3636 para todos los ensayos, la cual fue
aislada desde esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum en cultivo de mani, por
investigadores de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) y depositada en el
Istitute Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali, en Italia. La cepa se mantuvo en placas
de Petri conteniendo Agar Extracto de Malta (AEM) a 4°C y en glicerol al 15% (AEM -
15% glicerol) a -80°C.

Para el crecimiento de los cultivos empleados en los ensayos, se utilizaron placas de AEM
inoculadas con el hongo, incubadas por 7-10 dias en cdmara a 28°C con ciclos de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad, para favorecer su esporulacion (Ganuza et al., 2018). Cuando los
cultivos cubrieron la placa, se colocdo 10 ml de agua destilada estéril en cada una y se
cosechd el micelio y conidios con espatula de Drigalsky; posteriormente se filtro el liquido
obtenido a través de gasas (para retener el micelio) a un frasco de borosilicato, al que luego
se le adiciono agua destilada estéril hasta llegar a un volumen final de 400ml. A partir de la
suspension de esporas, se realizd un recuento de conidios en microscopio (aumento de
40X), utilizando una camara de Neubauer (Boeco, Alemania), obteniendo una
concentracion de 2,3 x 107 conidios por mililitro. Finalmente, se diluyé la suspension de
conidios en agua destilada estéril hasta la concentracion deseada para realizar su

inoculacion.
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1.2.2. Cepa bacteriana

La cepa utilizada fue Pseudomonas putida RC-93, aislada de rizosfera de mani por
investigadores de la UNRC, que se sembrdé en medio Pseudomonas agar F (también
llamado King B), se desarrolld dos dias en camara en condiciones de oscuridad a 28°C y
luego se conservo a 4°C (King ef al., 1954). Para su utilizacion en los ensayos, la cepa se
sembrd en Erlenmeyer conteniendo caldo tripteina soya, se incub6 en agitador orbital (130
rpm) a 28°C por 24 horas, y posteriormente se almacenaron a 4°C. Se determind el
recuento de células viables en el cultivo realizando diluciones seriadas factor 10 en agua
peptonada al 0,1% y sembrando en superficie (por duplicado) una alicuota de 0,1 ml de
cada dilucion en placas con medio agar tripticasa soya (ATS). Se incubd 24 hs a 28°C en
oscuridad. Finalizada la incubacion, se obtuvo un recuento de aproximadamente 1x10°
unidades formadoras de colonia (UFC) por ml. Al igual que para la cepa fungica, a partir
de la suspension pura, se realizaron diluciones con agua destilada estéril hasta la

concentracion deseada para su aplicacion.

1.3. Inoculacion de semillas

Para todos los ensayos realizados, independientemente del afio y de los tratamientos
evaluados en cada uno, se procedi6 de igual manera a la hora de inocular las semillas de
mani con las distintas suspensiones. Se fraccion6 la cantidad total de semillas a utilizar en
bolsas més pequefias, a cada una se le adicion6 carboximetilcelulosa (CMC) al 2% (en
agua destilada estéril); se realizd un suave mezclado de un minuto para incorporar
homogéneamente la CMC, y por el término de una hora, se realizaron movimientos suaves
cada diez minutos con la finalidad de secar las semillas sin que se peguen unas a otras,

posteriormente se incorporaron las distintas suspensiones:

a) 5x10° conidios de Trichoderma harzianum ITEM 3636/ml

b) 5x10% UFC de Pseudomonas putida RC-93/ml

c¢) Las mismas concentraciones de a y de b juntas, completando el mismo volumen.
d) Agua destilada estéril en el caso del testigo.

Luego las bolsas se agitaron para homogeneizar su contenido, se las dejo secar nuevamente

del mismo modo que con el agregado de la CMC y se sembraron al dia siguiente. Tanto las
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suspensiones (a-d), como la CMC 2%, fueron incorporadas en una relacion de 100ml por

cada kilogramo de semillas.

1.3.1. Recuento de conidios a partir de semillas inoculadas

Con la finalidad de determinar si la aplicacion de los fungicidas curasemillas era
compatible con la inoculacion del hongo, se determind el recuentol mismo luego del
contacto con los curasemillas, para esto se realizd6 un recuento de UFC a partir de
diluciones seriadas, partiendo de semillas curadas e inoculadas. Se colocaron 10 gramos de
semillas en un frasco Erlenmeyer con 90 ml de agua peptonada estéril al 0,1%, y se agitd
durante 30 min en agitador orbital (dilucién 1 en 10 o 107'), y a partir de alli las
subsiguientes diluciones hasta 10°. Se realizd6 la siembra en placas conteniendo agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) por diseminaciéon en superficie con
espatula Drigalski, colocando 0,1 ml de cada dilucidn; todos los recuentos se realizaron por
cuadruplicado. Las placas fueron incubadas en estufa a 28°C, en oscuridad para que el
fungicida del medio de cultivo no perdiera sus propiedades, y fueron observadas a diario

hasta la realizacion del recuento de las colonias.

1.4. Evaluacion del poder germinativo de las semillas tratadas

De las semillas inoculadas como se detalldé anteriormente, destinadas a los ensayos de
invernadero 2020-2021, una parte se utilizo para la estimacion del poder germinativo (PG).
En recipientes de 40 x 30 cm y 25 cm de profundidad, se colocd 5 kg de arena y se
humedecieron hasta alcanzar capacidad de campo (500 ml de agua), lo que se corresponde
con el contenido hidrico del suelo luego de que este se saturd de agua y se lo dejé drenar
por 48 horas (Shaxson y Barber, 2005). En cada recipiente, se separ6 la mitad de la arena,
se colocaron 100 semillas de manera equidistante (Figura 3), y se las cubri6 con la otra
mitad de arena. Los recipientes se taparon y fueron colocados por 10 dias en camara de
germinacion a 25°C. Los tratamientos evaluados fueron: T: Trichoderma harzianum ITEM
3636 5x10° conidios/ml, P: Pseudomonas putida RC-93 5x10°® UFC/ml, TP: T. harzianum
ITEM 3636 mas P. putida RC- 93, ambas a 5x10%, C: control, con agua destilada estéril, y
se adiciond un tratamiento CA: control absoluto, donde las semillas solo fueron curadas

con el fungicida quimico, no recibieron la aplicacion de CMC ni de agua. Se sembraron
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dos recipientes por tratamiento y a los 10 dias después de la siembra (DDS) se cuantifico:
porcentaje de plantulas normales (PG), vigor o primer conteo (porcentaje de plantulas
normales a los cinco dias de la siembra), plantulas anormales (con presencia de
deformaciones en radicula o hipocotilo), plantulas anormales por patéogeno (plantula con
necrosamiento en alguna parte), semillas frescas (consistencia dura al presionar entre dedo

indice y pulgar) y semillas muertas (blandas al presionar con los dedos) (Figuras 4 y 5).

Figura 3: Colocacion de semillas en recipiente con arena para evaluar PG.

Figura 4: Observacion 10 DDS. De izquierda a derecha: plantulas normales, semillas frescas, plantulas
anormales y semillas muertas.
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Figura 5: Plantulas de 10 dias normales y vigorosas.

1.5. Evaluacion de la técnica de inoculacion a las semillas, observacion en microscopio

electronico de barrido

Para poder determinar si la carboximetilcelulosa es un buen adherente para el tratamiento
de semillas, se realiz6 un estudio de recuento con microscopio electronico de barrido en las
semillas tratadas. En primer lugar, se generd un preparado puro de conidios para poder
observar su forma y tamafo; para ello se pasaron 2 ml de la suspensién concentrada,
utilizada para la inoculacion de las semillas, a través de un filtro de 0.22 um. Una vez que
todo el liquido atraveso el filtro, se dejo secar por 24 horas (Figura 6) y luego se procedio a

su observacion en microscopio electronico de barrido Carl Zeiss EVO LS 10 (Figura 7).

™ "1 Figura 6: Suspension filtrada de conidios de T.
harzianum 1TEM 3636 para su observacion en
microscopio electronico de barrido.

Figura 7: Microscopio electronico de barrido,
EMBRAPA Agrobiologia, Rio de Janeiro, Brasil.
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Luego, se evaluo la adhesion de los conidios de 7. harzianum ITEM 3636 al tegumento de
las semillas de mani, mediante la utilizaciéon de CMC 2%. Para ello, se desinfectaron 5 gr
de semillas para cada tratamiento, colocandolas 30 s en alcohol 70 %, luego 3 min en
hipoclorito 2-2.5 % y posteriormente se hicieron cinco lavados consecutivos en agua
destilada estéril. Se dejaron secar sobre papel estéril en flujo laminar y luego se
incorporaron 0,5 ml de CMC al 2 %, se dejaron secar y se coloco 0,5 ml de agua (C) 0 0,5
ml de la suspension fungica (T) 5x10°. Una vez que se secaron dentro del flujo, en bolsas
de nylon, se tomaron tres semillas al azar de cada tratamiento, cada una fue cortada por la
mitad y posteriormente en ocho fragmentos, de esos 16 fragmentos por semilla, se tomaron
al azar tres, y de cada uno se tomaron tres fotos (nueve fotos por semilla, 27 por
tratamiento) (Figura 8). Posteriormente se procedié a realizar su recuento, usando la
plataforma Fiji del Software Imagen J (Schindelin et al., 2012). El conteo de conidios de
cada una de las imagenes fue realizado dos veces para minimizar errores, luego ambos
valores se promediaron. Posteriormente se promedié el valor del recuento de las 27
imagenes y se calculd su error estdndar para asi estimar un numero de conidios de una
manera mas exacta. Después se midié la superficie media de las semillas empleadas; para
ello, se tomaron ocho semillas desinfectadas (para que tuvieran igual tamafio y textura que
las usadas para el recuento), se sac6 cuidadosamente el tegumento de cada una, se tomd
fotos de los mismos, junto a una regla y se calculd su superficie utilizando el programa
citado anteriormente (Figura 9). De esta manera, conociendo el drea de las imagenes y la

de los tegumentos, se pudo estimar el nimero de conidios adheridos a cada semilla.

Figura 8: Cortes y montado de semillas para su observacion en microscopio electronico de barrido.
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Figura 9: Corte y visualizacion de tegumento de semilla de mani para estimacion de su superficie. A)
Fotografia de tegumento junto a regla. B) Medicion de su superficie utilizando el programa Imagen J.

1.6. Analisis estadistico

La evaluacion de todos los datos fue realizada mediante analisis de la varianza (ANOVA)
y test de comparacion de medias DGC (p<0.05) con el programa InfoStat-Windows (Di
Rienzo et al., 2017).
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Efecto de fungicidas curasemillas sobre Trichoderma harzianum ITEM 3636

Si bien, nuestro principal objetivo es contribuir a una produccion de mani con niveles
menores de quimicos sintéticos, sabemos que la eliminacion total de estos productos puede
traer algunas desventajas, por lo tanto se piensa en un manejo integrado de patdgenos del
suelo usando una combinacioén de biologicos y quimicos. Con esta premisa, se realizaron
experimentos para evaluar la posibilidad de combinar 7. harzianum ITEM 3636 con
fungicidas de uso comun en mani infiriendo asi su compatibilidad para una posible
inoculacién conjunta.

El recuento de conidios de 7. harzianum ITEM 3636 a partir de las semillas tratadas, arrojé
valores que oscilaron entre 7,2 x 10* y 3,7 x 10° conidios/ml (Figura 10). Teniendo en
cuenta que la inoculacion a las semillas se realizé a razén de 5 x 10° conidios/ml, el valor
en el recuento bajo entre uno y dos 6rdenes, lo que coincide con lo encontrado por Ganuza
et al. (2018), en el que incluso se utilizaron principios activos similares. Los valores
obtenidos, se consideran una buena cantidad de indculo, ya que mas alla de algun posible
efecto del fungicida, normalmente, no todos los conidios germinan y generan colonias
cuando se los siembra en medios de cultivo; demostrando que la aplicacion de T.
harzianum ITEM 3636 en las semillas de mani, es compatible con el uso de estos

fungicidas curasemilla.

Figura 10: Placas de DRBC sembradas con (A): dilucién 107 (B) 1072, a partir de semillas curadas e
inoculadas con Trichoderma harzianum ITEM 3636.
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2.2. Evaluacion del poder germinativo de las semillas tratadas

Es importante saber si los microorganismos que se aplican a las semillas, generan algin
problema al momento de su germinacion o emergencia, por ello es necesario evaluar el
poder germinativo (PG) y otros parametros, para comparar si hay algin efecto tras su
inoculacidn, respecto a semillas no inoculadas.

No se registraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tabla
2). Se pudo observar que el acondicionamiento de las semillas con las diferentes
suspensiones, no afecté su germinacion y vigor, en el Test patron de germinacion, incluso
los valores encontrados fueron mejores al compararlos con el tratamiento control (C). A su
vez, se puede observar que todo el tratamiento a las semillas, desde la aplicacion de CMC
2% no afectd los parametros evaluados, lo que se evidencia con los resultados del control

absoluto (CA) respecto al resto de los tratamientos.

Tabla 2: Parametros evaluados a los 10 dias después de la siembra en arena, seglin tratamiento
realizado a las semillas de mani

) Poder Anormales  Semillas Semillas
Trat. Vigor Y Anormales ,
Germinativo por patdbgeno  muertas frescas

CA 46,5+05a 67,5+25a 35+0a 18,0+£4,0a 100+2,0a 1,5+05a
C 25,5+145a 36,5+205a 85+25a 31,5£85a 21,5+95a 2,0£0a

36,5+0,5a 53,0+4,0a 6,0+0a 28,0+20a 125+1,5a 05+0,5a

P 55,5+25a 80,5+0,5a 30+1,0a 90+40a 45+05a 3,0+£2,0a

TP  455+16,5a 60,5+235a 20+1,0a 23,0+18,0a 11,0+£3,0a 3,5+15a

Valores expresados en porcentaje + error estandar. CA: control absoluto. C: control. T: Trichoderma
harzianum ITEM 3636. P: Pseudomonas putida RC-93. TP: coindculo. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segtn test DGC.

Las concentraciones utilizadas para la inoculacion de las semillas, guardan relacion con las
utilizadas en otros trabajos, donde se observo que la misma, no generaba perjuicios en la
germinacion de las semillas, tanto para el caso de 7. harzianum ITEM 3636 (Ganuza et al.,
2018), como para Pseudomonas, donde incluso las concentraciones usadas son mas altas
que en este trabajo, sin generar perjuicios (Pastor ef al., 2010). Normalmente, las mayores
diferencias se observan entre aplicar o no un curasemillas de sintesis quimica (Maier ef al.,
2017), mas alla del tratamiento con ACB a la semilla (Rojo et al., 2007). Sin embargo,
algunos trabajos reportan una mayor germinacion y vigor de plantulas, con la aplicacion de

ACB a las semillas, como P. putida RC-93 (Gupta et al, 2020). Los resultados
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encontrados en el presente trabajo, demostraron que el tratamiento a las semillas con CMC
y la inoculacién con las diferentes suspensiones, no generd un perjuicio en la germinacion
de las semillas, como asi tampoco se observd un beneficio en los parametros evaluados,

debido al uso de estos microorganismos.

2.3. Observacion en microscopio electronico de barrido

Con la finalidad de evaluar la adhesion de los conidios a las semillas de mani mediante el
uso de carboximetilcelulosa, se realizaron observaciones en microscopio electronico de
barrido, tanto para observar las caracteristicas de los conidios individualmente, como para
realizar una estimacion cuantitativa del nimero de conidios que efectivamente se
adhirieron a las semillas.

Los preparados realizados a través de la filtracion de la suspension pura, permitieron
observar el tamafio y forma de los conidios de 7. harzianum ITEM 3636 (Figuras 11 a 13).
Estos tenian una forma redondeada, con el centro ligeramente hundido, a causa de la
presion de trabajo; el tamafio promedio de los mismos fue de 2,38 + 0,33 um, luego de

medir mas de 100 conidios al azar.

Figura 11: Imagen de microscopio electrénico de barrido con 1,23 K de aumento. Suspension de conidios de
T. harzianum ITEM 3636 sobre filtro 0,22 um. Escala grafica: 20 pm.
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Figura 12: Imagen de microscopio electronico de barrido con 4,16 K de aumento. Suspension de conidios de
T. harzianum ITEM 3636 sobre filtro de 0,22 um. Escala grafica: 10 pm.

Figura 13: Imagen de microscopio electronico de barrido con 9,07 K de aumento. Suspension de conidios de
T. harzianum ITEM 3636 sobre filtro de 0,22 pm. Las flechas sefialan algunos conidios. Escala grafica: 2um.

Respecto al nimero de conidios por imagen, como se esperaba, no se encontrd ningun

conidio ni de 7. harzianum ITEM 3636 ni de ninglin otro hongo en los controles. En las 27
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imagenes de los fragmentos de semillas tratadas con 7. harzianum ITEM 3636, se encontrd
un promedio de alrededor de 25 conidios por imagen (Figuras 14 y 15).

La superficie observada, abarcaba 0,04 mm? (estimada por la escala de la imagen, con
ayuda del programa Imagen J). Conociendo que la superficie promedio de los tegumentos
de las semillas, calculadas con el mismo programa, fue de 276,78 mm?, por regla de tres se
pudo estimar el nimero de conidios promedio, adheridos a la semilla con este tratamiento
en 185,806 conidios por semilla. Calculando el error estandar, el numero estimado seria:
1,85 + 0,21 x 10° conidios por semilla. Teniendo en cuenta que el peso medio de las
semillas utilizadas, estaba entre 0,7 y 1 gr, y la concentracién del inéculo fue 5 x 10°
conidios/ml, aplicado a razén de 1 ml cada 10 gr de semillas, la cantidad de conidios que
recibi6 cada una, debid estar entre 3,5 y 5 x 10°. Por esto se considera que la utilizacion de
CMC como adherente, es una buena herramienta para el tratamiento de las semillas, y se ha
utilizado en otros ensayos del grupo de trabajo (Ganuza et al., 2018; Erazo et al., 2021). Se
conoce que este polisacarido disminuye la tension superficial de la suspension y mejora su

dispersion sobre las superficies hidrofobicas, como las semillas (Carrillo et al., 2020).

Figura 14: Imagen de microscopio electronico de barrido. 1,21 K de aumento. Superficie de semilla de mani
inoculada con 7. harzianum ITEM 3636. Las flechas sefialan conidios. Escala grafica: 20 um.
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Figura 15: Imagen de microscopio electronico de barrido, procesada en el Programa Imagen J. Utilizacion de
matriz (grilla celeste) y herramienta de conteo (puntos fucsia) para realizar el recuento de conidios.
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IV. Evaluar el efecto del bioformulado de Trichoderma harzianum ITEM 3636 y
Pseudomonas putida RC-93 sobre la emergencia, crecimiento, produccion e intensidad
de la viruela tardia (Nothopassalora personata) en plantas de mani bajo condiciones

de invernadero

Con la finalidad de determinar si la aplicacion de los microorganismos 7. harzianum ITEM
3636 y P. putida RC-93 tiene un efecto sobre la emergencia de plantulas de mani, el
crecimiento vegetativo y reproductivo de las plantas, y sobre la intensidad de viruela tardia,

se llevaron a cabo en primer lugar, ensayos en condiciones de invernadero.

1. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron durante la época estival, efectuando tanto la siembra, como la
cosecha de las plantas, entre uno y dos meses mas tarde que a campo (entre diciembre y
mayo/junio), debido a que las condiciones ambientales dentro del invernadero, permiten

extenderse en el tiempo.

1.1. Primer ensayo de invernadero: 2017/18

Se utilizaron 12 macetas de 25 cm de diametro y 22 cm de profundidad (0.011m?) en cada
tratamiento, para evaluar parametros de crecimiento y 16 macetas de 27 x 27 cm de
superficie y 29 ¢cm profundidad (0.021m?), de cada tratamiento, para medir parametros de
rendimiento y de la enfermedad, con un disefio completamente aleatorizado en ambos
casos (Figura 16). La siembra se realizd con condiciones de humedad adecuada (suelo
friable), a una profundidad de 5 cm, colocando seis semillas por maceta, dejando
posteriormente dos plantas en cada una. Dentro del invernadero se mantuvieron
temperaturas entre 20 y 36 °C y las macetas fueron regadas periodicamente, para mantener
la tierra himeda para un correcto desarrollo y crecimiento de las plantas. Los tratamientos
en ambos tipos de maceta fueron cuatro, todos dirigidos a las semillas: T: inoculacién con
la suspension de 7. harzianum ITEM 3636, P: inoculacion con P. putida RC-93, TP:
coindculo de ambos microorganismos y C: control, con agua destilada estéril. La

concentracion de todos los microorganismos aplicados, fue 5x10° conidios/UFC por ml.
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Figura 16: Disposicion de las macetas en el ensayo en invernadero 2017/18.

Variables analizadas

Emergencia: A los 18 dias después de la siembra (DDS), se contd el nimero de plantulas

emergidas en todas las macetas.

Crecimiento: A los 75 DDS (estadio R2), se sacaron cuidadosamente las plantas de las
macetas (de 0.011m?), para preservar tanto las raices como la parte aérea. A cada planta se
le midio: altura, peso fresco y peso seco de la parte aérea, longitud, volumen, peso fresco y
peso seco de raices. También se determind el contenido de nitrogeno (N2) de cinco plantas
por tratamiento mediante el método de Kjeldahl (Romero, 1997), en el laboratorio de
Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia y Veterinaria, UNRC. La altura de las
plantas se midi6 sobre el eje principal, hasta el ultimo nudo con hoja desplegada. Para
determinar la longitud de raices, se tomo el largo hasta donde llegaban los apices de al
menos tres raices; mientras que para el volumen de las mismas, las plantas fueron cortadas
a la altura del cuello y se sumergi6 la parte radical en una probeta con agua y se registrd
cuanto se desplazaba la columna de agua, arrojando un valor de cm® de raices (1 ml
equivale a 1 cm?). Los pesos se tomaron en himedo, y posteriormente se secaron en estufa
de aire forzado, dentro de sobres de papel por tres dias a 60°C, para pesar la parte aérea y

radical seca (Figura 17).
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Figura 17: Medicion de parametros de crecimiento. A: altura de la planta. B: largo de las raices. C: volumen
de raices. D: peso seco de parte aérea. E: de peso seco de raices.

Rendimiento: A los 140 DDS (R7-R8), se arrancaron las plantas de las macetas, se
cosecharon las vainas y se colocaron en bolsas de papel que se llevaron a estufa de aire
forzado por tres dias a 60°C, hasta conseguir una humedad estable (9%). Posteriormente se
pesaron las vainas, granos y granos calidad confiteria (tamafio superior a zaranda de tajo de

7,5mm).

1.2. Segundo ensayo de invernadero: 2018/19

Utilizando las macetas y la metodologia de siembra antes descriptas, y manteniendo las
condiciones dentro del invernadero, se llevaron a cabo dos experiencias, con diferentes
objetivos.

Por un lado, se realiz6 un ensayo en macetas de 0.011m> en un disefio completamente
aleatorizado con 12 repeticiones, donde los tratamientos fueron dos: P: inoculacion con P.
putida RC-93 a las semillas y C: control, con agua destilada estéril. La finalidad del
mismo, fue estudiar si los resultados de crecimiento de las plantas eran coincidentes con
los del afio previo.

Por otro lado, con las macetas mas grandes (0.021m?) se siguié el mismo disefio, con 15
repeticiones por tratamiento (Figura 19), que en este caso fueron cinco: Ct: control total,
C: control con patogeno, T: semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636, Pr: plantas
regadas con la suspension de P. putida RC-93 y Pf: plantas asperjadas con P. putida RC-
93. En todos los casos salvo en Ct, las plantas fueron asperjadas con el patdégeno. Para
todas las aplicaciones foliares (P. putida RC-93, patdgeno o agua destilada), se atomizaron
40 ml por planta, con un aspersor manual, y en todos los casos con el agregado de Tween
20 al 1 % para favorecer la adhesion a las hojas. Por otro lado, para el tratamiento de Pr se

regd con 100 ml de la suspensién y en el resto de los tratamientos, 100 ml de agua
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destilada estéril. Las concentraciones de microorganismos aplicadas fueron: patogeno:
2x10* conidios/ml; T. harzianum ITEM 3636 5x10%; P. putida RC-93 foliar 1x10% ufc/ml;
P. putida RC-93 riego: 5x10° ufc/ml.

Para la obtencién del inoculo de N. personata, se colectaron foliolos de un cultivo de mani
severamente afectado por el patdgeno, se lavaron en agua corriente y se colocaron
aproximadamente 30 foliolos cada 100 ml de agua, con 1% de tween 20, y se colocaron en
agitacion por tres horas a 120 rpm (Figura 18). Luego se cuantificé la concentracion de
conidios al microscopio, utilizando una cdmara de Neubauer, arrojando aproximadamente
2x10* conidios/ml; esa fue la concentracién maxima que se pudo lograr, con la cual se

efectuo el asperjado de las plantas.

Figura 18: Obtencion de conidios de Nothopassalora personata desde hojas de mani enfermas.

A los 130 DDS (R5-R6), se procedid con las aplicaciones foliares y por riego, de la manera
en que se detalla a continuacion: se asperjo con 40 ml de la suspension de RC-93 1x10®
(Pf) o con agua destilada estéril (resto de los tratamientos). Al mismo tiempo se regaron
todas las macetas con 100 ml de agua destilada estéril o con la suspension de RC-93 5x10°
(Pr). Aproximadamente cinco horas después, se asperjo con 40 ml de agua destilada estéril
(Ct) o con la suspension del patogeno 2x10* (los otros cuatro tratamientos) y las plantas
fueron cubiertas por un lapso de cinco dias, con bolsas de nylon transparente para mantener

la humedad y asi favorecer la infeccion.
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Figura 19: Disposicion de las macetas en el ensayo en invernadero 2018/19.

Variables analizadas

Emergencia: A los 25 DDS, se cuantifico la emergencia de las plantulas.

Crecimiento: A los 74 DDS (R2), se extrajeron cuidadosamente las plantas de las macetas
(0.011m?) para realizar las determinaciones de los parametros: altura de la planta, longitud
y volumen de raices, peso fresco y seco de parte aérea y de raices, del mismo modo que el

afio previo.

Intensidad de la enfermedad: A los 50 dias de la inoculacion con el patogeno (RS), se tomo

una rama lateral de una planta de cada maceta (0.021m?) y se cuantifico la intensidad de la
enfermedad a través de los parametros: numero de foliolos enfermos (con sintomas),
incidencia (porcentaje de foliolos afectados) y severidad, calculada a partir de la formula
propuesta por Plaut y Berger (1980): ST = ((1-D) * Sx) + D; donde ST: severidad total, D:
defoliacion y Sx: severidad promedio calculada a partir de una escala diagramatica de

severidad (Figura 20), propuesta por Shokes et al. (1987).
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Figura 20: Escala diagramatica de severidad de viruela del mani propuesta por Shokes et al. (1987).

Rendimiento: A los 180 DDS (R8), se procedié con la cosecha de las plantas de las
macetas (0.021m?), separando las vainas del resto de la planta, y dejandolas secar dentro de
bolsas de papel en estufa de aire forzado a 50°C hasta conseguir una humedad estable
(9%). Posteriormente, se pesaron las vainas, se descascararon para pesar los granos totales

y, finalmente, los granos de calidad confiteria.

1.3. Tercer ensayo de invernadero: 2019/20

Se realiz6 el tratamiento a las semillas, la siembra, y se mantuvo el ensayo por alrededor de
dos meses, de la misma manera que en los afios previos; pero finalmente se decidio

discontinuarlo, debido a las complicaciones inherentes a la cuarentena.

Se emplearon 10 macetas de (0.021m?®) por tratamiento, distribuidos en un disefio
completamente aleatorizado (Figura 21), donde los tratamientos contemplados fueron siete:
Ct: control total, C: control con patdégeno, T: semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM
3636, P: semillas inoculadas con P. putida RC-93, TP: semillas inoculadas con 7.
harzianum ITEM 3636 y P. putida RC-93, Pr: plantas regadas con la suspension de P.
putida RC-93 y Pf: plantas asperjadas con el indculo bacteriano. En todos los casos salvo

en Ct, las plantas serian asperjadas con el patogeno.
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Figura 21: Disposicion de las macetas en el ensayo en invernadero 2019/20.

Solo se llegd a medir la emergencia a los 17 DDS. Como los tratamientos Ct, C, Pr y Pf
eran idénticos hasta ese momento para las semillas (solamente curadas con fungicida
quimico, mas el agregado de CMC 2% y agua destilada estéril), se tomaron como controles
(C), y se compararon con T, P y TP. No se pudo evaluar el resto de las variables como en

los otros afios por el tiempo que se pudo mantener el ensayo.

1.4. Cuarto ensayo de invernadero: 2020/21

Se trabajo de igual manera que en el afo previo, con el mismo disefio y numero de
repeticiones, solo que esta vez se trabajo en las macetas mas chicas (0.011m*) por
practicidad en el desarrollo del experimento y por un mejor uso del espacio fisico (Figura
22). Se pudieron realizar los siete tratamientos antes contemplados: Ct: control total, C:
control con patdégeno, T: semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636, P: semillas
inoculadas con P. putida RC-93, TP: semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636 y
P. putida RC-93, Pr: plantas regadas con la suspension de P. putida RC-93 y Pf: plantas
asperjadas con el indculo bacteriano. En todos los casos salvo en Ct, las plantas fueron

asperjadas con el patogeno (N. personata).

Para todas las aplicaciones foliares (P. putida RC-93 foliar, patdgeno o agua destilada), se

atomizaron 40 mililitros por planta, con un aspersor manual, y en todos los casos con el
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agregado de Tween 20 al 1 % para favorecer la adhesion a las hojas; mientras que para el
tratamiento de Pseudomonas sp. RC-93 por riego se aplicaron 100 ml de la suspension y
100 ml de agua destilada estéril en el resto de los tratamientos. Las concentraciones de
microorganismos aplicadas fueron: patogeno: 1x10° conidios/ml; T. harzianum ITEM 3636
5x10%; P. putida RC-93 foliar 1x10® UFC/ml; P. putida RC-93 riego y en semillas: 5x10°
UFC/ml.

Para la obtencion del inoculo de N. personata, se siguid el procedimiento empleado en el
segundo ensayo de invernadero (2018/19), pero la concentracion obtenida fue inferior a la
esperada, alrededor de 1x10° conidios/ml, incluso cuando los tiempos de agitado fueron
mayores que para el caso anterior, posiblemente debido a una menor intensidad de la

enfermedad en las hojas colectadas para la preparacion del indculo.

A los 60 DDS (R2), se procedi6 con estos tratamientos y la inoculacion con el patdégeno de
la manera en que se detalla a continuacion: se asperjé con 40 ml la suspension de
Pseudomonas 1x10® (Pf) o con agua destilada estéril (resto de los tratamientos). Al mismo
tiempo se regaron todas las macetas con 100 ml de agua destilada estéril o con la
suspension de Pseudomonas 5x10° (Pr). Unas horas después, se asperjo con 40 ml de agua
destilada estéril (Ct) o con la suspension del patéogeno 1x10° (los otros seis tratamientos).
Las plantas no se cubrieron con bolsas de nylon debido a que la temperatura esos dias fue

baja y se mantuvo una adecuada humedad en el ambiente.

Figura 22: Disposicion de macetas en ensayo en invernadero 2020/21.
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Variables analizadas

Emergencia: A los 17 DDS, se cuantificé la emergencia de las plantulas, donde los
tratamientos evaluados fueron los mismos que en el ensayo anterior, C (compuesto por las
macetas de los tratamientos Ct, C, Pr y Pf), T, P y TP, con 40 repeticiones en el primer

caso y 10 en los otros tres.

Intensidad de la enfermedad: A los 60 dias de la inoculacion con el patogeno (DDI) (R7-

R8), se tomaron cuatro ramas por maceta (tres laterales y un eje central) y se cuantifico la
intensidad de la enfermedad a través del naumero de foliolos enfermos, la incidencia y la
severidad, calculada a partir de la formula propuesta por Plaut y Berger (1980). Los cuatro
valores de cada maceta se promediaron para tener un solo valor representativo por

repeticion.

Rendimiento: A los 120 DDS (R7-R8), se procedié a la cosecha de las plantas, bajo
condiciones de suelo friable, separando las vainas del resto de la planta, secando las
mismas dentro de bolsas de papel en estufa de aire forzado hasta conseguir una humedad
estable (9%). Posteriormente se pesaron las vainas, se descascararon para pesar los granos
totales y finalmente, los granos de calidad confiteria, previo paso por zaranda de tajo de

7,5mm.
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2. RESULTADOS
2.1. Primer ensayo de invernadero: 2017/18
Cuando se analizé la emergencia de plantulas segun los distintos tratamientos, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los ensayos, por lo

tanto se agruparon los resultados (n=28) y se presentan de manera conjunta (Tabla 3).

Tabla 3: Emergencia de plantas de mani sometidas a aplicacion de bioformulados en la semilla,
ensayo invernadero 2017/18

Tratamiento  Repeticiones Emergencia (%)
C 28 42,86 £5,87 a
T 28 45,54 £5,61 a
P 28 40,18 £4,33 a
TP 28 39,29+5,05a

Valores expresados en porcentaje + error estandar. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P:
Pseudomonas putida RC-93. TP: coindculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

Al evaluar los parametros de crecimiento: altura de la planta, longitud y volumen de raices,
peso fresco y seco de parte aérea y de raices y contenido de nitrogeno, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas al comparar todos los tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4: Parametros de crecimiento de las plantas de mani seglin tratamiento a la semilla con los
diferentes bioformulados, ensayo invernadero 2017/18

Trat. Altura P Long R PFR PF A
C 38,51+ 1,24a 47,71+4,64a 17,18£1,28a 120,36+ 6,83 a
P 40,14+ 1,61a 44,01+237a 1996+1,39a 121,46+6,49a
T 38,52+1,29a 50,15+3,45a 16,10£1,07a 114,56+7,04a
TP  4224+1,28a 48,57+£3,770a 16,124+234a 116,68+5.81a
Trat. PSR PS A Vol R Cont N
C 281+0,17a 2393+1,23a 18,13£1,30a 1,93+0,23 a
P 3,660+£0,23a 26,05+2,00a 22,40+137a 1,92+0,15a
T 2,76 £0,15a 21,89+ 1,08a 18,85+1,47a 1,71 +£0,09 a
TP 2,93+0,39a 2494+211a 2031+245a 221+0,14a

Altura P: altura de plantas. Long R: longitud de raices (cm). PF R: peso fresco de raices (gr). PF A: peso
fresco aéreo (gr). PS R: peso seco de raices (gr). PS A: peso seco aéreo (gr). Vol R: volumen de raices (cm?).
Cont N: contenido de nitrogeno (% en base seca). Valores por maceta (+ error estandar), salvo contenido de

nitrégeno. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P: Pseudomonas putida RC-93. TP: coindculo.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segliin test DGC.
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Cuando se analizaron todos estos parametros, comparando los tratamientos de a pares, si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en aquellas plantas cuyas semillas
fueron tratadas con P. putida RC-93, respecto a las del tratamiento control, teniendo las
primeras un mayor volumen y peso seco de raices. Por otro lado, las tratadas con el

coinoculo, mostraron una mayor altura de las plantas que las plantas control (Figura 23).

Figura 23: Variables de crecimiento de plantas de mani segun el tratamiento a la semilla con los diferentes
bioformulados, ensayo invernadero 2017-2018. PS R (gr): peso seco de raices. Vol R (cm?): volumen de
raices. Altura P (cm): altura de planta. C: control. P: Pseudomonas putida RC-93. TP: Trichoderma
harzianum ITEM 3636 + RC-93. Letras y colores diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

Por otro lado, al analizar las variables productivas: rendimiento en vainas, granos y granos
calidad confiteria, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos (Tabla 5).
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Tabla 5: Rendimiento (Rto) de mani en vainas, granos y granos calidad confiteria segin el
tratamiento a las semillas con los diferentes bioformulados, ensayo de invernadero 2017/18

Tratamiento Rto en vainas

Rto en granos

Rto en granos

confiteria
C 59,10+ 3,77a 43,04+3,08a 31,59+3,33a
T 58,14+4,09a 42,54+3,03a 32,93+3,05a
P 5491 +£482a 41,05+3,72a 28,89+3,62a
TP 51,32+5,07a 37,07+£3,99a 27,14+3,83 a

Valores expresados en gr/maceta = error estandar. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P:
Pseudomonas putida RC-93. TP: coindculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

2.2. Segundo ensayo de invernadero: 2018/19

Cuando se analiz¢ el porcentaje de emergencia en las macetas mas chicas (P y C), la media
para el tratamiento con P. putida RC-93 fue de 61.11%, mientras que para el control
55.56%, pero sin diferencias estadisticamente significativas. Para el caso del ensayo en las
otras macetas (T y C), las semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636 (T)
presentaron valores de emergencia media mas altos (65,56%), pero la diferencia con C
(62,92%) no fue significativa. Al mismo tiempo, se compararon los porcentajes de
emergencia de ambos ensayos, para tener un mayor numero de controles y poder comparar
también T y P, debido a que las condiciones hasta ese momento eran las mismas para los
tres tratamientos. En este caso, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 6).

Tabla 6: Emergencia de plantas de mani segun el tratamiento con bioformulados a la semilla,
ensayo invernadero 2018/19

Tratamiento ~ Repeticiones Emergencia (%)
C 72 61,22+2,88a
T 15 65,56 +422a
P 12 61,11 +5,56a

Valores expresados en porcentaje + error estandar. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P:
Pseudomonas putida RC-93. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segun test DGC.

En cuanto a las variables de crecimiento (Tabla 7 y Figura 24), las unicas que mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (C y P), fueron el peso fresco

de las raices y el volumen de las mismas, encontrando que cuando las semillas fueron
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inoculadas con la suspension de P. putida RC-93, estos parametros aumentaron; por otro
lado, el peso seco de las raices también tuvo valores mas altos, pero sin diferencias
significativas (Figura 24). Estos resultados coinciden en gran medida con los obtenidos en

el ensayo del afio anterior.

Figura 24: Variables de crecimiento de plantas de mani segun el tratamiento a la semilla con los diferentes
bioformulados, ensayo de invernadero 2018-2019. C: control. P: Pseudomonas putida RC-93. PF R (gr): peso
fresco/humedo de raices. PS R (gr): peso seco de raices. Vol R (cm®): volumen de raices. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segun test DGC.

Tabla 7: Parametros de crecimiento de plantas de mani segln el tratamiento con bioformulados a la
semilla, ensayo invernadero 2018/19

Trat. Altura P Long R PF A PS A
C 33,42+ 1,06a 39,03+3,0la 84,15+3,32a 16,060,611 a
P 33,83+0,65a 38,04+147a 81,89+361la 1651+0,83a
Altura P: altura de las plantas (cm). Long R: longitud de raices (cm). PF A: peso fresco aéreo (gr). PS A:
peso seco aéreo (gr). Valores por maceta = error estandar. C: control. P: Pseudomonas putida RC-93. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segtin test DGC.
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En el segundo afio de ensayos en invernadero, se pudo inocular a las plantas con el
patdgeno (N. personata) realizando las estimaciones correspondientes de la intensidad de
la enfermedad. Al comparar tratamientos por su respuesta frente a viruela tardia, se
encontrd que aquellos en los que se habia aplicado alguno de los biocontroladores, ya sea
en las semillas (T), como por riego (Pr) o aspersion (Pf), la enfermedad se presentd con

menor intensidad que en el control, al que solo se le aplico agua (Figura 25).

Figura 25: Intensidad de viruela tardia (Nothopassalora.personata), segin los tratamientos realizados con
bioformulados, ensayo de invernadero 2018/19. Ct: control total. Pf: Pseudomonas putida RC- 93 foliar. Pr:
P. putida RC-93 por riego. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. C: control con patdgeno.
Letras y colores diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segtiin test DGC.

En las plantas que no fueron inoculadas con el patéogeno (Ct), se encontraron muy pocas
manchas de viruela, quizds por indculo proveniente de otra fuente, o de salpicadura de
agua de riego desde las plantas inoculadas, mas alla de que estaban distanciadas. En el

tratamiento C, que no recibi6 la aplicacion de ninguno de los microorganismos
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biocontroladores, el nimero de foliolos afectados, la incidencia y la severidad de la
enfermedad fueron significativamente mayores que en las plantas tratadas. Entre T, Pr y Pf,
se encontr6 que los tratamientos con P. putida RC- 93 tuvieron un menor niumero de
foliolos afectados y menor severidad que las tratadas con 7. harzianum ITEM 3636, a su

vez la incidencia de la enfermedad, presentd su menor valor medio en el tratamiento Pf.

Por ultimo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados, respecto al rendimiento en vainas, granos y granos calidad

confiteria (Tabla 8).

Tabla 8: Rendimiento (Rto) de mani en vainas, granos y granos calidad confiteria segun el
tratamiento con los diferentes bioformulados, ensayo de invernadero 2018/19

Rto en granos

Tratamiento Rto en vainas

Rto en granos

confiteria
Ct 51,52+447a 40,01+3,71a 32,14+3,71a
C 5328+4,00a 4092+321a 32,65+2,68a
T 44,78 £ 1,08a 34,11+0,96a 2791+129a
Pr 4935+4,17a 3728+3,67a 30,99+3,84a
Pf 48,99+ 1,28a 37,11+0,95a 30,80+0,72a

Valores expresados en gr/maceta + error estandar. Ct: control total. Pf: Pseudomonas putida RC- 93 foliar.
Pr: P. putida RC-93 por riego. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. C: control con patégeno.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segtin test DGC.

2.3. Tercer ensayo de invernadero: 2019/20

Cuando se analiz6 la emergencia de plantulas a los 17 DDS, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tabla 9), tal como se observd en los

anteriores ensayos.

Tabla 9: Emergencia de plantas de mani segun el tratamiento con bioformulados a la semilla,
ensayo invernadero 2019-2020

Tratamiento Repeticiones Emergencia (%)
C 40 52,08+3,11a
T 10 48,32+ 4,61 a
P 10 59,99 £ 6,19 a
TP 10 46,66 + 4,84 a

Valores expresados en porcentaje + error estandar. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P:
Pseudomonas putida RC-93. TP: coindculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segln test DGC.
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2.4. Cuarto ensayo de invernadero: 2020/21

La emergencia en invernadero a los 17 DDS no mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los cuatro tratamientos evaluados (Tabla 10), tal como se observd en
los tres afios anteriores; lo cual indica que no hubo una mejora en la germinacion con el
agregado de los microorganismos en las semillas, pero tampoco se perjudico la emergencia

de las plantulas.

Tabla 10: Emergencia de plantas de mani segun el tratamiento con bioformulados a la semilla,
ensayo invernadero 2020/21

Tratamiento  Repeticiones Emergencia (%)

C 40 61,24+3,70 a
T 10 56,66+ 7,11 a
P 10 66,66 £7,45a
TP 10 70,00+ 7,78 a

Valores en porcentaje + error estandar. C: control. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636. P: Pseudomonas
putida RC-93. TP: coindculo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segun test DGC.

Respecto a la intensidad de la enfermedad, en primer lugar se destaca la baja cantidad de
foliolos enfermos por N. personata lograda en el presente ensayo, que pese a que
normalmente es mucho menor que la observada a campo, también fue inferior a las
logradas en el ensayo 2018/19, debido a la menor concentracion de indculo del patogeno
que se pudo obtener. Sin embargo, se observaron diferencias entre los tratamientos para las
tres variables evaluadas, encontrando que el control con patégeno (C), tuvo los mayores
registros de la enfermedad (Figuras 26 a 28). Lo observado coincide con lo del anterior
ensayo en que se pudo evaluar la enfermedad (2018/19), con el mismo comportamiento
para los tratamientos que se repitieron (C, T, Pr y Pf), a los que se les agregaron P. putida

RC-93 y el coinoculo a la semilla.
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Figura 26: Numero de foliolos enfermos por maceta segun tratamiento con bioformulados, ensayo de
invernadero 2020-2021. Ct: control total. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. P:
Pseudomonas putida RC-93 en semilla. TP: coindculo en semilla. Pr: P. putida RC-93 por riego. Pf: P.
putida RC- 93 foliar. C: control con patogeno. Letras y colores diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segtn test DGC.

Figura 27: Incidencia de viruela tardia (% por maceta) seglin tratamiento con bioformulados, ensayo de
invernadero 2020-2021. Ct: control total. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. P:
Pseudomonas putida RC-93 en semilla. TP: coindculo en semilla. Pr: P. putida RC-93 por riego. Pf: P.
putida RC- 93 foliar. C: control con patogeno. Letras y colores diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segtn test DGC.
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d

Figura 28: Severidad de viruela tardia (% por maceta) seglin tratamiento con bioformulados, ensayo de
invernadero 2020-2021. Ct: control total. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. P:
Pseudomonas putida RC-93 en semilla. TP: coindculo en semilla. Pr: P. putida RC-93 por riego. Pf: P.
putida RC- 93 foliar. C: control con patogeno. Letras y colores diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segtin test DGC.

En cuanto a las variables productivas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (Tabla 11), lo cual coincide con lo observado en los
anteriores ensayos de invernadero: C y T estuvieron presentes en todos los ensayos
(tuvieron tres réplicas), mientras que P y TP en el primero y Pr y Pf en el segundo, siendo

la presente, su segunda réplica.

Tabla 11: Rendimiento (Rto) de mani en vainas, granos y granos calidad confiteria segun el
tratamiento con los diferentes bioformulados, ensayo de invernadero 2020/21

Rto en granos

Tratamiento Rto en Vainas Rto en Granos confiteria

Ct 8,60+£1,09a 4,27+ 0,67 a 0,60+0,19a
C 9,76+ 1,24 a 5,80+0,75a 1,41+035a

12,30+ 1,23 a 6,57+0,87 a 1,84+0,71 a
P 10,25+0,49 a 4,99 +0,36 a 1,55+0.23a
TP 9,36 0,79 a 4,50+£0,61 a 1,15+0,22a
Pr 8,90+ 0,54 a 432+0,33 a 1,25+0.23 a
Pf 7,80+ 1,44 a 3,94+091a 1,43+046a

Ct: control total. T: Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. P: Pseudomonas putida RC-93 en
semilla. TP: coinoculo en semilla. Pr: P. putida RC-93 por riego. Pf: P. putida RC- 93 foliar. C: control.
Valores en gr/maceta + error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), segun test DGC.
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3. DISCUSION

Segun lo observado en los diferentes ensayos realizados en invernadero, la aplicacion de
los distintos bioformulados en las semillas, no generd problemas en la emergencia de las
plantas, lo que se correlaciona con lo expresado en la seccidon anterior, en la evaluacion de
la germinacion en condiciones de laboratorio. Estos resultados, coinciden con lo
encontrado previamente por nuestro grupo de investigacion tanto en condiciones de
invernadero (Rojo et al., 2007), como a campo (Ganuza et al., 2018), en que se usaron las
mismas concentraciones del bioformulado a base de 7. harzianum ITEM 3636 para la
inoculacion de semillas de mani, sin observar un perjuicio en la emergencia, pero tampoco
una mejora en la misma. Respecto a la aplicacion de la cepa bacteriana, donde se
encontraron los mismos resultados, estaria sugiriendo que la concentracion empleada fue
baja (10° UFC), respecto a otros trabajos (alrededor de 10° UFC) (Pastor et al., 2016;
Anzuay et al., 2017), sin embargo, en ellos tampoco se reportaron incrementos en la

germinacion o emergencia de plantulas.

En lo que respecta al crecimiento, para la mayoria de las variables evaluadas no se
encontraron diferencias, a excepcion de la altura de las plantas, que se vio favorecida con
la aplicacion del coindculo (7. harzianum ITEM 3636 + P. putida RC-93) respecto al
control en el primer afio. Sin embargo, es importante aclarar que este pardmetro no tiene
demasiada importancia para este cultivo, motivo por el cual no se encuentra informacion
bibliografica. Otro pardmetro en el que se registraron diferencias, fue el volumen y peso de
las raices en los dos afios en que se evaluaron; se registraron valores mas altos con la
aplicacion de P. putida RC-93 respecto al control. Resultados similares fueron informados
por Pastor et al. (2016) en plantas de tomate, y por Anzuay et al. (2017), Prasad y Babu
(2017) y Gupta et al. (2020) en plantas de mani, donde registraron un mayor crecimiento
de raices luego de su inoculacion con Pseudomonas. El mayor desarrollo del sistema
radical suele atribuirse a una mayor produccion de acido indol acético por algunas
bacterias PGPR (Vacheron et al., 2013). Por otro lado, respecto a Trichoderma, Pelagio-
Flores et al. (2017) reportaron que 7. atroviride promovié el crecimiento de raices laterales
en arabidopsis en etapas tempranas, pero posteriormente generd un acortamiento y
reorientacion de la raiz principal, como resultado de la acidificacion del medio. El peso y
volumen de raices no son un determinante directo del rendimiento del cultivo, sin embargo,

permiten que las plantas tengan una mejor absorcion de agua y nutrientes durante su
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crecimiento, principalmente ante estrés hidrico (Junjittakarn et al., 2014; Zhang et al.,

2021).

Normalmente, los niveles de enfermedad que se consiguen en invernadero, son mucho mas
bajos que los observados a campo, sin embargo, permiten hacer evaluaciones muy
interesantes. La intensidad lograda de viruela tardia (segundo y cuarto ensayo), en los tres
parametros evaluados, niumero de foliolos enfermos, incidencia y severidad, permitio
encontrar diferencias entre los tratamientos. Se observo que la aplicacion de los
bioformulados a base de 7. harzianum ITEM 3636, P. putida RC-93 y el coindculo,
permitié disminuir la intensidad de los sintomas. Esto fue mas evidente en el segundo
ensayo de invernadero (2018-2019), donde se lograron niveles de enfermedad mas altos, y
se pudieron observar mas claramente las diferencias entre tratamientos, encontrando
incluso, que P. putida RC-93 mediante aplicacion foliar o por riego, permitio llegar a
niveles de intensidad de la enfermedad mas bajos que 7. harzianum ITEM 3636 aplicado a
las semillas. En ese afio, la concentracion lograda en la suspension de conidios de N.
personata, fue mas alta, y del mismo orden que la empleada en otros ensayos (Kishore et
al., 2005a,b; Anil y Podile et al., 2012). En nuestro grupo de investigacion, se viene
trabajando hace mas de una década con 7. harzianum ITEM 3636 (Rojo et al., 2007); y en
el ultimo trabajo publicado (Erazo et al., 2021), se encontrd6 una menor intensidad de
podredumbre parda de la raiz del mani (Fusarium solani) en ensayos de invernadero,
siendo los mecanismos responsables del biocontrol, el micoparasitismo y la antibiosis. Sin
embargo, para el caso de una enfermedad foliar como es viruela, y si la aplicacion del
bioformulado es en la semilla, como se planted para la mayoria de los tratamientos,
basicamente los que contemplaron a 7. harzianum ITEM 3636, se espera que si hay un
efecto biocontrolador, este sea por resistencia inducida, debido a la distancia espacial entre
el hongo patogeno y el potencial biocontrolador (Tseng et al., 2020). Otra manera de
evaluar si hay respuesta tipo ISR, es mediante la cuantificacion de compuestos como
proteinas relacionadas con la patogénesis y enzimas de defensa, que pueden modificarse
tras la inoculacion con un ACB y generar un efecto priming al enfrentar la planta con el
patogeno. Con respecto a Pseudomonas, hay antecedentes en que utilizan cepas frente a N.
personata, donde aplican de manera foliar (Kishore et al., 2005b), o foliar y a la semilla
(Meena et al., 2002), con resultados que concuerdan con lo encontrado en estos ensayos;

en el primero de ellos a su vez, apuntan a la resistencia sistémica inducida como un
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importante mecanismo de biocontrol, en concordancia con lo reportado por Pastor et al.

(2016) en otro patosistema.

En cuanto al rendimiento, no se encontrd6 un aumento en ninguno de los parametros
evaluados durante los tres afios de ensayo, incluso en aquellos en que se pudieron enfermar
las plantas, y encontrar a su vez, diferencias en la intendidad de viruela tardia. Al respecto,
se debe considerar que la severidad de la enfermedad estuvo muy por debajo del nivel de
dafio econdémico (10-13%) (Capiello et al., 2012), y mas aun de los valores de defoliacion
reportados por Anco et al. (2020a) para llegar a tener pérdidas significativas (alrededor de
25 %). Por otra parte, no se encontrd6 una promocion del rendimiendo del mani en las
condiciones evaluadas; muchos de los trabajos previamente citados no reportan aumentos
de rendimiento con el uso de ACB. Kishore et al. (2005a) por su parte, mencionan un
mayor rendimiento en vainas luego de la aplicacion foliar de diferentes cepas bacterianas
frente a N. personata. Sin embargo, es conocido el efecto de diferentes PGPR y cepas
fingicas, por incrementar el crecimiento de las plantas y su rendimiento, de manera directa

o indirecta (El-Katatny e Idres, 2014; Figueredo et al., 2017; Ganuza et al., 2018).

La inoculacion de semillas de mani con 7. harzianum ITEM 3636 o P. putida RC-93, no
generd perjuicios en la germinacion de las plantas en los ensayos de invernadero, pero
tampoco estimuld una mayor emergencia de las plantas, respecto al control. Se logré un
mayor crecimiento de las raices gracias a la inoculacion con P. putida RC-93, que podria
tener efectos benéficos en las plantas, por ejemplo ante condiciones hidricas y nutricionales
escasas. Ambas cepas lograron una reduccion de la intensidad de la viruela tardia (V.
personata), para el caso de P. putida RC-93 mediante tres formas de aplicacion diferentes:
a la semilla, por riego y por aspersion, mientras que para 7. harzianum ITEM 3636, se
evaluo6 solamente por inoculacion a la semilla, solo o en coindculo con P. putida RC-93.
La incorporacion de estos microorganismos no generd aumentos en la produccion de

vainas y granos.
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V. Determinar compuestos asociados a la induccion de defensa en mani por
Pseudomonas putida RC- 93 y/o Trichoderma harzianum ITEM 3636, frente a

Nothopassalora personata

1. MATERIALES Y METODOS

Teniendo en cuenta la disminucion de la enfermedad en invernadero tras la aplicacion de
los bioformulados, y a la lejania entre estos y el patégeno, salvo la aplicacion foliar de P.
putida RC-93, es esperable que haya habido una induccion de las respuestas de defensa en
la planta. Una forma de estudiar dicho efecto, es mediante la cuantificacion de enzimas de
defensa y proteinas relacionadas con la patogénesis, involucradas en la induccion del

sistema inmune de la planta (Gupta et al., 2013, 2020).

Partiendo del ensayo de invernadero 2018-2019, se procedio a la toma de muestras de
foliolos para determinar la actividad enzimaética. Los tratamientos evaluados fueron: Ct:
control total, C: control con patégeno, T: semillas inoculadas con T. harzianum ITEM
3636, Pr: plantas regadas con la suspension de P. putida RC-93 y Pf: plantas asperjadas
con RC-93; salvo para el tratamiento Ct, todas las plantas fueron inoculadas con el
patdégeno N. personata. A los 130 DDS (estadio R5-R6) previo a las aplicaciones, se
tomaron tres muestras de 10 foliolos cada una, entre las 15 repeticiones (macetas). Se
lavaron las muestras en agua corriente, fueron colocadas en bolsitas de nylon y sumergidas
en nitrégeno liquido por aproximadamente diez segundos, inmediatamente se retir6 el
exceso de nitrogeno y se las pasé a papel aluminio, para ser conservadas a -80°C hasta su
procesamiento. Este representa el momento cero, ese mismo dia, posterior a la toma de
muestras, se procedio a la inoculacion con P. putida RC-93, el patogeno o agua destilada
estéril como se detalld previamente. Los siguientes muestreos se realizaron a los 3, 8§ y 12

dias desde el primero.

Para su procesamiento, se macerd rapidamente 1 gr de foliolos de cada muestra, en mortero
preenfriado, con 1 ml de solucion buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7.8 mas 1 mM de
EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) y 1% PVP (polivinilpirrolidona) (Tonelli et al.,
2011). El liquido obtenido se transfirid a tubos Falcon, y se centrifugaron a 4°C y 12000
rpm por 3 min. El sobrenadante (que de ahora en mas llamaremos extracto), fue dividido

en alicuotas en tubos Eppendorf, que se conservaron a -20°C para la posterior
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determinacion de las actividades enzimaticas. Se cuantificé la actividad B-1,3-glucanasa,
quitinasa (proteinas relacionadas con la patogénesis) y polifenoloxidasa (PPO) (enzima de

defensa).

La técnica de determinacion de actividad enzimatica en un vegetal, consiste en primera
medida, en realizar la mezcla de la enzima (o extracto vegetal en que se considera que estd
presente), con su sustrato especifico, bajo condiciones adecuadas de temperatura y pH
(propias de cada sistema enzima — sustrato) y posteriormente la cuantificacion de uno o

mas productos liberados por la reaccion.

1.1. Determinacion de actividad f-1,3-glucanasa

Las PB-1,3-glucanasas son proteinas ampliamente distribuidas en las plantas, teniendo
multiples efectos sobre su crecimiento y desarrollo; a su vez, poseen la capacidad de
hidrolizar B-1,3-glucanos, componentes esenciales de la pared celular de hongos y estan
involucradas en la respuesta de defensa de las plantas, por lo que se las denomina proteinas

relacionadas a la patogénesis (Balasubramanian et al., 2012).

La cuantificacion de B-1,3-glucanasas a partir de los extractos vegetales, se realizo
siguiendo la metodologia propuesta por Anand et al. (2007), con algunas modificaciones.
En tubos Falcon de 15 ml se colocaron 62,5 ul del extracto junto con 62,5 ul de laminarina
4% (p/v) suspendido en buffer acetato 50 mM pH 4.8. Las muestras se incubaron durante
30 minutos a 40°C. Los azucares reductores liberados por la actividad enzimdtica se
midieron segun la metodologia descripta por Miller (1959): a cada muestra se agregaron
375 ul de DNS (4&cido dinitrosalicilico), se incubaron durante 5 min a 100°C y luego
durante 5 min en hielo para frenar la reaccion. Posteriormente las muestras se diluyeron
con 1 ml de agua destilada estéril (dilucion 1/3), se agitaron en vortex rapidamente y se
midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas. El proceso se realizo cuatro
veces, una por cada tiempo (0, 3, 8 y 12 dias post inoculacion), contemplando las tres

repeticiones de los cinco tratamientos (15 muestras por tiempo).

Para obtener la actividad enzimatica en cada una de las muestras, es necesario
correlacionar los valores obtenidos de absorbancia, con su respectiva concentracion de
glucosa. Primero se debe realizar una curva estandar de glucosa, para obtener la relacion

entre absorbancia y concentraciones de glucosa conocidas, para ello también se utilizé la
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metodologia descripta por Miller (1959), de cuantificacion de azucares reductores. Se
utilizo agua destilada estéril, una solucion estdndar de glucosa 0,2 % (p/v) y DNS; en tubos
Falcon de 15 ml se prepararon muestras con distinta concentracion de glucosa (Tabla Al,
anexos). Las muestras fueron incubadas 5 min a 100°C y posteriormente 5 min en hielo
para frenar la reaccion. Se midi6 la absorbancia a 540 nm con un lector de microplacas. El
procedimiento se realizd por triplicado. Posteriormente, se calcul6 el promedio de los tres
valores de absorbancia para cada muestra y se grafico la absorbancia versus concentracion
de glucosa, para obtener una curva y su funcion lineal (Tabla A2 y Figura Al, anexos).
Dicha funcion fue la que posteriormente permitié calcular la concentracion de glucosa en
los extractos vegetales de los diferentes tratamientos segin su absorbancia (pasos

detallados en el punto X.3.2.1, anexos).

Una unidad de B-1,3-glucanasa (U) se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1
umol de glucosa por minuto de reaccidon; mientras que una unidad de actividad B-1,3-
glucanasa, es la cantidad de enzima que libera 1 pumol de glucosa por ml de mezcla de

reaccion por minuto (U/ml).

1.2. Determinacion de actividad quitinasa

Las quitinasas actian sobre la quitina en la pared celular de los hongos, afectando los
enlaces carbono entre mondmeros de N-acetilglucosamina. Al igual que la fB-1,3-
glucanasa, son consideradas proteinas relacionadas con la patogénesis, que pueden a su
vez, liberar productos que actlan como elicitores en las cascadas de sefalizacion
involucradas en las respuestas de defensa local y sistémica de las plantas (Balasubramanian

etal.,2012).

Para su determinacion, se siguid la metodologia propuesta por El Komy et al. (2015): se
colocaron 500 pl de quitina 0,5% (quitina coloidal en buffer acetato 50 mM pH 5.2) en
tubos Falcon, a los que se le adicion6 500 ul de extracto vegetal y se incubaron a 37°C por
4 horas en agitacion. Posteriormente, se agregaron 500 pl de DNS e inmediatamente se
colocaron en agua hirviendo 5 min y otros 5 min en hielo. Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 540 nm en lector de microplacas. Para llevar los valores de absorbancia a

actividad enzimatica, se utilizé una curva de N-acetilglucosamina extraida de bibliografia

63



V. OBJETIVO ESPECIFICO 2

(Saraihon, 2016), de la cual se utiliz6 la funcién lineal del mismo modo que para la

actividad B-1,3-glucanasa (Figura A2 y pasos detallados en punto X.3.3.1, anexos).

Una unidad de actividad quitinasa se definid6 como la cantidad de enzima que libera 1 umol

de N-acetilglucosamina por ml de mezcla de reaccion por minuto (U/ml).

1.3. Determinacion de actividad polifenoloxidasa

Las PPO participan en la oxidacion de polifenoles a quinonas (compuestos con actividad
antimicrobiana), en la lignificacion de paredes vegetales, y pueden estar relacionadas con

resistencia a enfermedades (Ardila e Higuera, 2005).

Para la cuantificacion de esta enzima de defensa, se utilizé la metodologia propuesta por
Mayer et al. (1966). Se mezclé 1,95 ml de buffer fosfato de sodio 100 mM pH 6.5 a 25°C,
con 50 pl del extracto vegetal y 1 ml de catecol 100 mM. Inmediatamente, se realizo la
medicidon de la absorbancia en espectrofotometro a 410 nm cada 1 min durante 5 min,
repitiendo el proceso para cada una de las muestras de manera individual. En este caso, U
es la cantidad de enzima necesaria para generar un incremento de 0.001 en la absobancia,
por minuto de reaccion, por lo que la actividad enzimatica se calculd segun la siguiente

ecuacion:
Actividad (U/ml) = [(AF muestra — Al muestra) — (AF blanco — Al blanco)]/(0.001 x t)

Siendo AF la absorbancia final, Al la absorbancia inicial y t el tiempo (5 min en este caso)

(da Silva y Koblitz, 2010).
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2. RESULTADOS

2.1. Actividad enzimatica p-1,3-glucanasa

En todos los tratamientos se observd una ligera disminucion de la actividad enzimatica -
1,3-glucanasa a los 3 dias post inoculacion respecto al dia 0; posteriormente las actividades
aumentaron a los 8 dias y continuaron subiendo hasta los 12 dias en todos los casos (Tabla
12 y Figura 29). No se encontraron diferencias entre los tratamientos en ninguno de los

momentos evaluados.

Tabla 12: Actividad enzimatica -1,3-glucanasa en foliolos de mani segin tratamiento con los
diferentes bioformulados e inoculacion con N. personata, ensayo de invernadero 2018/19

Trat. 0 DDI 3 DDI 8 DDI 12 DDI
Ct 200+007a 1,70+0,11a 228+0,13a 2,53+0,07a
C  2,12+0,15a 1,83+0,02a 225+0,05a 255+0,14a
Pf  1,86+0,10a 1,59+0,11a 226+0,14a 224+0,10a
Pr  1,88+006a 1,74+0,08a 235+0,02a 244+0,14a
T  198+0,06a 1,84+005a 241+0,15a 2,55+007a

Valores expresados en U/ml + error estandar. DDI: dias después de la inoculacion. Ct: control total (sin
inocular con el patogeno). C: control. Pf: Pseudomonas putida RC-93 foliar. Pr: P. putida RC-93 riego. T:
Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

Figura 29: Actividad enzimatica B-1,3-glucanasa en foliolos de mani segun los tratamientos con
bioformulados e inoculacion con N. personata. Ct: control total (sin inocular con el patogeno). C: control. T:
Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. Pr: Psudomonas putida RC-93 riego. Pf: P. putida RC-93
foliar. DDI: dias después de la inoculacion.
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2.2. Actividad enzimatica quitinasa

En el caso de esta enzima, se observd que la actividad fue disminuyendo en todos los
tratamientos a medida que se avanz6 en el momento de extraccion hasta los 8 DDI, para
luego aumentar en todos los casos, hacia los 12 DDI; siendo el tratamiento con P. putida
RC-93 foliar, el que present6 los cambios méas marcados (Tabla 13 y Figura 28). Al igual
que para la anterior enzima cuantificada, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos, a lo largo de los dias de muestreo.

Tabla 13: Actividad enzimatica quitinasa en foliolos de mani segun tratamiento con los diferentes
bioformulados e inoculacion con N. personata, ensayo de invernadero 2018/19

Trat. O DDI 3 DDI 8 DDI 12 DDI

Ct 0,03+0,0036a 0,028+0,0023a 0,019 +0,0009 a 0,024+ 0,01 a

C 0,039 £0,0019 a 0,025+0,01 a 0,017 £0,0009 a 0,025+0,01 a

Pf 0,032 £0,0033 a 0,027+0,01 a 0,018 £0,0015 a 0,028 0,01 a

Pr 0,042+0,01 a 0,022+ 0,01 a 0,015+ 0,0012a 0,018+ 0,0007 a

T 0,037 + 0,0009 a 0,026 £0,01 a 0,018+ 0,0017a 0,024 +0,0043 a
Valores expresados en U/ml + error estandar. DDI: dias después de la inoculacion. Ct: control total (sin

inocular con el patdogeno). C: control. Pf: Pseudomonas putida RC-93 foliar. Pr: P. putida RC-93 riego. T:
Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

Figura 30: Actividad enzimatica quitinasa en foliolos de mani seglin los tratamientos con bioformulados e

inoculacion con N. personata. Ct: control total (sin inocular con el patégeno). C: control. T: Trichoderma

harzianum ITEM 3636 en semilla. Pr: Pseudomonas putida RC-93 riego. Pf: P. putida RC-93 foliar. DDI:
dias después de la inoculacion.
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2.3. Actividad enzimatica polifenoloxidasa

La actividad de la PPO tuvo un comportamiento muy diferente a las anteriores, se
evidencié que la misma aument6 en todos los tratamientos a medida que se avanzé en el
momento de la extraccion del tejido vegetal. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, sin embargo, se puede observar que
la actividad PPO del control total (Ct) y del control (C) estuvo siempre por debajo del
resto, a lo largo del tiempo (Tabla 14 y Figura 31).

Tabla 14: Cambios de actividad enzimatica PPO en foliolos de mani seglin tratamiento con los
diferentes bioformulados e inoculacion con N. personata, ensayo de invernadero 2018/19

Trat. O DDI 3 DDI 8 DDI 12 DDI
Ct 17,07+395a 1593+£595a 22,73+ 5,77 a 24,67 +4,07 a
C 1587+221a 19,67+ 6,18 a 20,80+ 5,25 a 26,20+ 4,74 a
Pf 18,67+ 1,88 a 24,07+ 6,27 a 2427+ 6,14 a 28,20+ 3,56a
Pr 21,40+ 3,50 a 25,00+ 722 a 23,80+ 5,14 a 27,40+ 430a
T 18,67+236a 2233+ 645a 24,53+ 490 a 26,47+3,45a

Valores expresados en U/ml + error estandar. DDI: dias después de la inoculacion. Ct: control total (sin
inocular con el patogeno). C: control. Pf: Pseudomonas putida RC-93 foliar. Pr: P. putida RC-93 riego. T:
Trichoderma harzianum ITEM 3636 en semilla. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), segun test DGC.

Figura 31: Actividad enzimatica PPO en foliolos de mani segtn los tratamientos con bioformulados e
inoculacidon con N. personata. Ct: control total (sin inocular con el patdogeno). C: control. T: Trichoderma
harzianum ITEM 3636 en semilla. Pr: Pseudomonas putida RC-93 riego. Pf: P. putida RC-93 foliar. DDI:

dias después de la inoculacion.
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3. DISCUSION

La respuesta tipo ISR es efectiva frente a un amplio nimero de patéogenos, y su efecto ha
sido descripto para varias cepas de Psudomonas en diferentes cultivos (Anand et al., 2007,
Bakker et al., 2007; Pastor et al., 2016). Del mismo modo, muchos trabajos describen esta
habilidad en cepas del género Trichoderma, la cual estaria vinculada a diferentes
compuestos, capaces de activar las rutas de defensa en las plantas, por ejemplo la
generacion de altos niveles de 4cido jasmoénico y salicilico (Barakat et al, 2019). La
produccioén de compuestos volatiles por parte de Trichoderma también seria fundamental
en la induccidon de resistencia en las plantas, lo que a su vez, parece estar fuertemente
ligado a la produccion de oxido nitrico en las raices (Nawrocka et al., 2019; Pescador et

al., 2022).

Puntualmente para el cultivo de mani, hay trabajos que indican este tipo de mecanismo de
biocontrol en diferentes agentes, como Methylobacterium frente a Aspergillus niger y
Sclerotium rolfsii (Madhaiyan et al., 2006), Bacillus y Pseudomonas frente a S. rolfsii
(Tonelli et al., 2011; Figueredo et al, 2017), Serratia y Pseudomonas frente a
Nothopassalora personata (Kishore et al., 2005b). Por otro lado, hay trabajos en que se
sostiene que el mani, no seria una especie que responda a este mecanismo (Zhang et al.,
2001). Sin embargo, los compuestos que se miden y las técnicas empleadas difieren en
cada caso. El incremento en la actividad de las proteinas relacionadas con la patogénesis y
su acumulacion, dependen del agente, de la planta, condiciones fisiologicas y del patdgeno

(Madhaiyan et al., 2006).

En el presente trabajo, para el caso de PB-1,3-glucanasa y quitinasa, se observd una
disminucién en la actividad enzimadtica en un principio, pero luego hubo un aumento de las
mismas hacia el final de las evaluaciones. Por su parte, la PPO mostr6 un constante
aumento de su actividad a lo largo de los tiempos de muestreo. En ninguno de los casos se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, lo cual puede ser
debido a multiples causas; si bien las cepas estudiadas generaron una disminucion de la
intensidad de la enfermedad en invernadero, el nivel de actividad enzimatica puede que no
haya sido suficiente para detectar diferencias, o que los compuestos involucrados sean

otros.
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Para el caso de la quitinasa, con la técnica empleada lo que se miden son exoquitinasas, sin
embargo Boller y Mauch (1988) sostienen que en las plantas, lo que habria en mayor
cantidad son endoquitinasas, cuyo principal producto de reaccion son quitooligosacaridos,
lo que requiere un paso extra en el que se utiliza una citohelicasa extraida principalmente
de intestino de caracol, para obtener mondmeros de N-acetilglucosamina, que sumados a
los obtenidos a partir de la accion de las exoquitinasas, dan una idea del total de actividad

enzimatica de las quitinasas en la planta.

Shukla y Suthar (2018) en un trabajo sobre Fusarium oxysporum f. sp. ciceri raza 4 en
variedades de garbanzo, reportaron que la actividad glucanasa fue aumentando a medida
que crecia la presion del patdgeno, mientras que la actividad quitinasa solo fue inducida
con valores elevados de presion. A su vez, los resultados que encuentran muestran que en
ninguno de los casos hubo una tendencia clara de la actividad de estas enzimas, con

ascensos y descensos, similar a lo ocurrido en nuestro caso.

Hay trabajos en los que también miden compuestos como peroxidasas (PO), fenilalanina
amonioliasa (PAL), catalasas, fenoles totales, entre otros. En algunos casos encuentran
claros aumentos en la actividad enzimatica con la aplicacion de bioformulados a base de
ACB, en otros no, o s6lo para algunos de los compuestos evaluados, y también es
destacable que los momentos en que toman muestras difieren mucho entre los trabajos.
Anand et al. (2007) inocularon plantas de tomate de 60 dias con P. fluorescens y al otro dia
con diferentes patogenos, encontrando que la actividad PO, PPO, PAL, B-1,3-glucanasa,
quitinasa, catalasa y fenoles aumentaban. Tomaron hojas a los 0,1,2,3,4,5 DDI,
puntulamente para PPO, quitinasa y glucansa, reportaron que su actividad aumento hasta el
dia 3 y luego se mantenia constante para las plantas inoculadas con el ACB, mientras que
el control sin inocular se mantuvo siempre igual, con valores mas bajos. Dildey et al.
(2016) aplicaron diferentes cepas de Trichoderma en semillas de poroto, a los 30 dias de
germinacion evaluaron actividad enzimatica en hojas y raices, observando que la actividad
PO, PPO y PAL no tuvo diferencia entre las semillas tratadas y las control, pero la
actividad B-1,3-glucanasa en hoja, se vio disminuida por 13 de las 21 cepas evaluadas, en

este caso no hubo una confrontacion con ningin patdégeno.

Para el caso del mani, Madhaiyan et al. (2006) inocularon semillas con Methylobacterium
sp., y a los 30 DDS aplicaron de manera foliar Aspergillus niger y Sclerotium rolfsii.
Luego midieron actividad enzimatica desde las 0 a 96 horas post inoculaciéon y encontraron

que las actividades PO, PAL, y B-1,3-glucanasa aumentaron constantemente hasta las 72
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horas y luego bajaron notablemente. En nuestro caso, la actividad -1,3-glucanasa a las 72
hs habia disminuido respecto al momento 0, y posteriormente aument6 hasta los 12 DDI
(Gltimo momento de muestreo). En otro trabajo, Tonelli et al. (2011) reportaron que las
cepas Bacillus sp. CHEPS y Pseudomonas sp. BREN6 redujeron la severidad del
marchitamiento en mani por S. rolfsii, tras inocular con el patéogeno y los ACB por
separado, en raices a los 15 dias de emergencia. A los 13 dias de la inoculacion,
cuantificaron la actividad de algunas enzimas. La actividad PO solo aument6 con la cepa
BRENG6, mientras que la actividad PAL aumentd con ambas cepas, pero al inocular con el
patéogeno solo aumentd con CHEPS5. También cuantificaron B-1,3-glucanasa, cuya
actividad aument6 con ambas cepas, pero al aplicar el patdgeno, la actividad con la cepa
CHEPS fue menor que sin inocular CHEPS, pero con BRENG se llegaron a los valores mas
altos. Esto también demuestra lo variables que pueden ser los resultados dependiendo de
cada patogeno y ACB. En otro ensayo, sin el uso de patogenos, Gupta et al. (2020)
sembraron plantulas de mani recién germinadas en macetas que inocularon con la cepa
Psudomonas aeruginosa P4, y a los 10 y 30 dias encontraron un incremento en la actividad
de las enzimas catalasa, PPO y PAL en las raices y tallos, lo que también demuestra la
importancia del 6rgano seleccionado para las determinaciones, en nuestro caso fueron las
hojas, debido a que es el 6érgano donde se realizaron las inoculaciones con el patdgeno, y

donde este basicamente infecta.

Especificamente para el caso de viruela del mani, Kishore et al. (2005b) reportaron que la
aplicacion de las cepas Serratia marcescens GPSS y Pseudomonas aeruginosa GSE18 en
hojas de mani de 30 dias, 24 horas previas a la aplicaciéon de N. personata, generé un
aumento de las enzimas quitinasa, B-1,3-glucanasa, PO y PAL. La actividad quitinasa
subi6 hasta los 7 DDI, principalmente con GPSS5, y luego bajé muy lento, mientras que en
el presente trabajo, la actividad quitinasa fue en constante disminucion hasta los 8 DDI y
subié marcadamente a los 12 DDI. Por su parte, para la B-1,3-glucanasa reportaron que su
actividad bajo de manera constante en el control, pero en el resto de los tratamientos, subio
levemente hasta los 4/5 DDI y luego bajo, siendo que en el presente trabajo, la actividad
bajé levemente a los 3 DDI, pero luego se mantuvo en ascenso en todos los tratamientos

evaluados, incluso el control.

La diversidad de resultados encontrados en los diferentes trabajos, demuestra la
variabilidad que existe entre los diferentes sistemas ACB — huésped — patdgeno, como asi

también la importancia del momento de evaluacion, el 6érgano utilizado, el compuesto que
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se cuantifica y la metodologia escogida para hacerlo; sin embargo, es un area muy
interesante para seguir explorando, que puede brindar resultados que permitan conocer con

mayor profundidad lo que sucede en este tipo de interacciones.

La inoculaciéon con las cepas 7. harzianum 1TEM 3636 y P. putida RC-93 en mani, no
generd un cambio en la actividad de las enzimas B-1,3-glucanasa, quitinasa y PPO, alin en
las que fueron infectadas con el patdgeno N. personata. Si bien las plantas inoculadas con
dichas cepas, tuvieron una menor intensidad de la enfermedad, lo encontrado en el presente
objetivo indicaria que posiblemente las enzimas evaluadas no fueron las responsables. De
todos modos seria interesante continuar evaluando las mismas en otros ensayos,
modificando los momentos de muestreo, probando con otra metodologia, y estudiar el

comportamiento de otros compuestos que pueden estar involucrados en una ISR.
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VI. Observar la interaccién y colonizacion de raices de mani por Trichoderma

harzianum ITEM 3636

Los ACB deben ser capaces de colonizar rapidamente los sitios “target” y adaptarse a las
condiciones que se presenten una vez introducidos (Ruano Rosa ef al, 2016). Ante
determinadas condiciones, algunas cepas pueden penetrar en el interior de las plantas y
comportarse como endofitas, lo que les brindaria una mayor proteccion. Esto se ha
reportado para muchas cepas de Trichoderma (Martinez Medina et al., 2016; Carro-Huerga
et al., 2020; Tseng et al., 2020), capaces de comportarse como endoéfitas y proveer a las
plantas, numerosos efectos benéficos (Harman y Uphoff, 2019; Ikram et al., 2019).

Con el objetivo de estudiar si la cepa Trichoderma harzianum ITEM 3636 es capaz de
ingresar en las raices de mani y comportarse como un hongo endoéfito, se llevo a cabo el

presente experimento.

1. MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, se procedio a la desinfeccion de las semillas, para lo cual se colocaron 30
segundos en alcohol 70 %, luego 3 minutos en hipoclorito de sodio 2 % y posteriormente
se hicieron cinco lavados en agua destilada estéril. Se dejaron secar sobre papel estéril
dentro de flujo laminar y luego se colocaron dentro de bolsitas de nylon, donde se agregd
carboximetilcelulosa (CMC) al 2%, se realizé un suave mezclado de las semillas cada 10
minutos aproximadamente hasta que estuvieron secas y luego se adicion6 agua destilada
estéril para el control (C) o la suspension de 7. harzianum 5x10° (T), 10 ml cada 100 gr de
semillas y se volvi6 a realizar el mezclado hasta estar secas. En un recipiente desinfectado,
con arena estéril humedecida, se sembraron 30 semillas de C y en otro igual, 30 semillas de
T a 3 cm de profundidad (Figura 32). Los recipientes se cubrieron con sus tapas y fueron
colocados en camara de crecimiento a 25 °C y 80 % de humedad relativa, en oscuridad por

cuatro dias y posteriormente con ciclos de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad.
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Figura 32: Acondicionamiento de semillas de mani. A: desinfeccion. B: secado. C: inoculacion D: siembra.

A los siete dias posteriores a la siembra, se tomaron plantulas al azar de cada uno de los
tratamientos y fueron lavadas vigorosamente con agua destilada (Figura 33 A y B).
Posteriormente se separ6 la raiz de la parte aérea (Figura 33 C) y se efectuaron cortes
transversales y longitudinales con bisturi.

Para el procesamiento de las muestras, se siguid6 una metodologia basada en Nogueira-
Lopez et al. (2018) y Redkar et al. (2018) con algunas modificaciones. Todos los cortes de
raices fueron colocados en tubos Eppendorf de 2 ml con etanol 100 % por tres dias para
eliminar cualquier resto de clorofila que pudiera haber en los tejidos (Figura 33 D).
Posteriormente, se cambio el etanol por KOH al 10% y se colocaron los tubos por 4 horas a
85°C en termobloque (Figura 33 E), para ablandar el tejido y tornarlo mas transparente
(Figura 33 F). Al cumplir ese tiempo, se dejaron enfriar las muestras y se coloco buffer
fosfato salino (phosphate buffered saline - PBS) por 5 minutos, luego se removié para
eliminar restos de KOH y se volvio a agregar PBS por una hora para neutralizar el pH.
Luego el PBS se reemplaz6 por la solucion de tincion compuesta por aglutinina de germen
de trigo Alexa Fluor 488 (WGA - Thermo Fisher Scientific, MA, USA) y ioduro de
propidio (PI - Sigma-Aldrich, USA) (20 pg/ml PI; 10 pg/ml WGA-Alexa Fluor TM 488,
0.1% Tween 20 en PBS 1X, preparacion detallada en punto X.4, anexos) (Figura 34 A); la
cual se dejo por 2 horas y luego se cambio por PBS, que fue removido para eliminar el
exceso de colorantes (Figura 34 B) y se volvi6 a agregar PBS para preservar las muestras

en frio (4°C) y oscuridad hasta su observacién al microscopio (Figura 34 D).
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Figura 33: Procesamiento de muestras y fijacion de tejido para su posterior tincion. A: plantulas de mani 7
dias posteriores a la siembra. B: lavado de plantulas con agua destilada. C: raices de mani con ambos
tratamientos, con 7. harzianum ITEM 3636 (T) y sin (C). D: fijacion de los cortes de raices en etanol 100%.
E: incubacion de muestras en termobloque. F: colocacion de cortes en buffer PBS.

Para su observacion en microscopio confocal, se coloco sobre un portaobjetos una gota de
PBS mas glicerol en partes iguales, y encima el tejido a observar y cubreobjetos (Figura 34
C). Se utilizé un microscopio Carl Zeiss LSM700 y el software ZEN 2011 (black edition),
con los objetivos EC Plan-Neofluar 10x/0.30 y Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC. Las
muestras fueron excitadas usando laseres de 488 y 555 nm (2% de intensidad), se captaron
las sefiales verde y roja fluorescentes al igual que la luz transmitida del laser 488 nm. Se
tomaron imagenes simples y pilas de imagenes consecutivas (Z-stacks, cortes cada 1 pm),

para poder presentarlas a su vez, como imagenes 3D y vistas ortogonales.

. 4

Figura 34: Tincidén de muestras y observacion en microscopio confocal. A: soluciones de ioduro de propidio
(PI) y aglutinina de germen de trigo (WGA). B: colocacion de muestras en solucion de tincion. C:
disposicion de muestras para su observacion. D: observacion en microscopio confocal.
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2. RESULTADOS

Para determinar si la cepa 7. harzianum ITEM 3636 se comporta como endodfita de las
raices de mani, se realizé la tincion de tejidos utilizando reactivos que permitieron su
visualizacion en microscopio confocal de barrido laser. La WGA se une a la quitina de la
pared celular del hongo y al estar marcado con el fluor6foro verde fluorescente Alexa
Fluor TM 488, permite que sea observado bajo microscopia confocal (Mochizuki et al.,
2011). Por otro lado, el PI se adhiere a las paredes celulares de las plantas, y bajo su
observacion en microscopio confocal, genera un contraste de color rojo fluorescente con el

anterior (Nogueira-Lopez et al., 2018).

Al observar una serie de cortes longitudinales y transversales de raices cuyas semillas
habian sido inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636 (T), se pudo identificar al hongo por
la reflexion del color verde de sus hifas en contraste con el color rojo reflejado por las
paredes celulares de las raices (Figuras 36 a 41), dicho contraste no fue observado en los

controles sin inocular (C), donde solo se vio la reflexion del color rojo (Figura 35).

\Figura 35: Corte longitudinal (izquierda) y transversal (derecha) de raices de mani, a partir de semillas sin
inocular (C). Imagen 10X. La escala grafica representa 100 um.
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En los cortes longitudinales de raices del tratamiento con 7. harzianum ITEM 3636, se
pudo observar una densa red de hifas color verde, sobre la superficie de las células

vegetales, en color rojo, mostrando una clara colonizacién de esos tejidos (Figura 36).

Figura 36: Corte longitudinal de raiz de mani, a partir de semillas tratadas con Trichoderma harzianum ITEM
3636. Imagen 10X. La escala grafica representa 100 pm.

Debido al barrido en profundidad que permite el miscroscopio empleado, se pudieron
observar hifas de T. harzianum ITEM 3636 dentro de los tejidos de las raices, en espacios
intercelulares e incluso intracelulares. Esto confirma la capacidad de esta cepa, de ingresar
en las raices de mani y colonizar endofiticamente sus capas mas superficiales, como se

muestra en las siguientes imagenes (Figuras 37 y 38).
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- ol

Figura 37: Vista en 3D construida desde corte longitudinal de raiz, a partir de semillas tratadas con
Trichoderma harzianum ITEM 3636, mostrando colonizacion de las células de la corteza. La flecha sefiala la
formacién de un cuello en el sitio donde la hifa atraviesa la pared celular. Imagen 63X.

Figura 38: Imagen ortogonal de un corte longitudinal de raiz de mani, a partir de semillas tratadas con
Trichoderma harzianum ITEM 3636. La flecha indica hifas dentro de células vegetales. Imagen 63X. La
escala gréfica representa 20 pm.
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Algunas iméagenes también permitieron evidenciar la formacion de estructuras propias del
hongo, como células “hinchadas” y “apresorios”, que le permiten adherirse a las células del

vegetal y penetrar en su interior, respectivamente (Figuras 39 a 41).

Figura 39: Imagenes ortogonales de corte longitudinal de tejido radical de mani, a partir de semillas tratadas
con T. harzianum ITEM 3636. A: luz transmitida. B: luz transmitida mas fluorescencia verde y roja. C:
sefiales verde y rojo fluorescentes. El recuadro indica estructura tipo apresorio visto desde arriba, las flechas
sefialan la misma estructura ingresando en una célula. Imagenes 63X. Las escalas graficas representan 20 pm.
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Figura 40: Corte longitudinal de raiz de mani, a partir de semillas tratadas con T. harzianum ITEM 3636 con
luz transmitida mas fluorescencia verde y roja. El recuadro indica formacion de estructura tipo apresorio.
Imagen 63X. La escala grafica representa 20 pm.

Figura 41: Imagen construida a partir de corte longitudinal de raiz de mani, semilla tratada con 7. harzianum
ITEM 3636, con sefiales verde y rojo fluorescentes. El recuadro indica formacion de células “hinchadas”
adheridas a la pared celular.
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3. DISCUSION

Si bien la rizosfera es uno de los lugares mas comunes para Trichoderma, muchas especies
han evolucionado hacia nuevos nichos ecoldgicos, siendo capaces de crecer dentro de
raices de plantas como endoéfitos facultativos (Druzhinina et al., 2011), persistir por el ciclo
de vida de la planta, y estimular ISR, generando una activacion de las defensas mas rapida
y robusta luego del ataque de un patogeno (Martinez Medina et al., 2016).

Se pudo determinar que la cepa Trichoderma harzianum ITEM 3636 tiene la capacidad de
comportarse como endofita de las raices de mani, una vez que es aplicada en las semillas.
La técnica de inoculacion permitid, como se vio en la seccion de metodologia general,
mediante microscopia electronica de barrido, que los conidios queden adheridos al
tegumento de las semillas tratadas, a partir de alli, estos germinan y pueden ingresar en las
raices de las plantulas, para colonizar los tejidos mas externos de su corteza y epidermis.
Esto coincide con lo informado en numerosos trabajos, para otras cepas del género
Trichoderma en numerosas especies vegetales (Hohmann et al., 2012; Woo et al., 2014;
Carrero-Carron et al., 2016; Dildey et al., 2016; Harman y Uphoff, 2019; Ikram et al.,
2019), en la mayoria de los casos ejerciendo control sobre hongos fitopatégenos de manera
directa o indirecta, induciendo resistencia local o sist¢émica (Harman et al., 2004). Incluso,
para algunas de estas cepas, el proceso de colonizacion de raices es fundamental para
lograr una proteccion efectiva de las plantas frente a fitopatdgenos y para una estimulacion
del crecimiento vegetal (Hermosa ef al., 2012).

El desarrollo de nuevas herramientas tecnoldgicas, entre ellas la microscopia confocal y
técnicas de marcacion, como la introduccion de genes que expresen la proteina verde
fluorescente (GFP), o la tincion con el uso de fluor6foros como en el presente trabajo, han
permitido una descripcion mas clara de la colonizacion de raices por parte de Trichoderma.
Durante la colonizacion, sus hifas se enrollan alrededor de las raices y forman estructuras
tipo apresorio sobre su superficie, penetrando y posteriormente creciendo de manera
intercelular en la epidermis y corteza; incluso el crecimiento puede ser intracelular, sin
afectar la viabilidad de las células (Chacon et al., 2007; Nogueira-Lopez et al., 2018).
Carro-Huerga et al. (2020) también utilizaron microscopia electrénica de barrido y
microscopia confocal de barrido laser, para estudiar una cepa de Trichoderma en vid,
encontrando que la misma pudo colonizar plantas hasta 12 semanas después de su
inoculacidon en heridas realizadas sobre el tallo, localizdndose en xilema, fibras y tejido

parenquimatoso dentro de la madera.
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Trichoderma en las etapas iniciales de la interaccion, expresa moléculas que pueden ser
enzimas, péptidos, oligosacaridos y otros compuestos de bajo peso molecular que activan
la inmunidad basal de la planta (Contreras-Cornejo et al., 2011; Mukherjee et al., 2013).
Sin embargo, similar a lo que ocurre en las simbiosis micorriticas y en las interacciones
rizobio-leguminosa (fijacion bioldgica de nitrédgeno), Trichoderma minimiza la
estimulacion del sistema inmune de la planta para poder colonizar sus raices; pocas horas
posteriores a la inoculacion, ocurre una reprogramacion generalizada de transcripcion de
genes en la planta, que lleva a una represion transitoria de su respuesta inmune, lo que

permitiria la colonizacion (Brotman et al., 2013).

La cepa Trichoderma harzianum ITEM 3636 coloniz6 superficialmente las raices de mani
luego de su inoculacion en las semillas. A su vez, se pudo observar que el hongo pudo
penetrar y colonizar internamente las células corticales y de la epidermis de las raices,
comportandose como endofito. Esto le brindaria al hongo una mayor proteccion y

permitiria una relacién mas estrecha con el vegetal.
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VII. Evaluar el efecto combinado de fungicidas quimicos y los bioformulados en el
control de la viruela tardia del mani (Nothopassalora personata) y rendimiento del

cultivo en ensayos de campo

Con el objetivo de evaluar el efecto de los bioformulados aplicados a la semilla, junto con
la pulverizaciéon de fungicidas de sintesis quimica al follaje, sobre la intensidad de la
viruela tardia y el rendimiento del cultivo, se ejecutaron ensayos a campo en diferentes

anos y localidades, para abarcar distintas condiciones agroecolégicas.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Disefio de los ensayos y tratamientos

Los ensayos se realizaron en tres campanas agricolas consecutivas: 2017/18, 2018/19 y
2019/20. En todos los afos, se llevaron a cabo en dos lotes agricolas en distintas
localidades de la provincia de Coérdoba, uno en General Cabrera (GC) y el otro, en
cercanias de Vicuiia Mackenna (VM) (especificaciones en Tabla 15). La primera de las
localidades pertenece al departamento Juarez Celman, con al menos cinco décadas de
historial en la produccion de mani, mientras que la segunda se ubica al sur del
departamento Rio Cuarto, dentro de una zona considerada de més reciente introduccion de

este cultivo (March y Marinelli, 2005; Giayetto, 2017).

Tabla 15: Especificaciones de los lugares y condiciones donde se ejecutaron los ensayos a campo

Ensayo Coordenadas FS FC Pp. Cv. previo
GC 2017/18 32°49°39.49”°S 63°51°55.57°°0 31/10 22/3 263 Soja
GC 2018/19 32°49°46.80°°S 63°51°57.73>°0 06/11 12/4 616 Soja
GC 2019/20 32°49°42.13”°S 63°51°56.42°0 21/11 13/4 468 Maiz
VM 2017/18  33°56°14.39°’S 64°27°51.95°0 24/10 03/4 298 Soja
VM 2018/19  33°56°33.07°’S 64°28°20.68*°O 08/11 05/4 563 Soja
VM 2019/20  33°46°11.41°°S 64°25°12.34°0 19/11 04/4 398 Maiz

GC: General Cabrera. VM: Vicuila Mackenna. FS: fecha de siembra. FC: fecha de cosecha. Pp.:
precipitaciones acumuladas en el ciclo (mm). Cv. previo: cultivo previo.

En todos los casos, el disefio experimental empleado fue en franjas (Figura 43), con tres

repeticiones, donde cada una correspondia a una parcela de cuatro surcos distanciados a
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0,70 m por 5 m de largo (14 m?). Los tratamientos probados fueron un total de 40, que
surgen de la interaccion de dos factores: inoculacion de semillas con los bioformulados y

fungicidas quimicos aplicados en el follaje.

El primer factor fue la inoculacion de las semillas con las suspensiones obtenidas como se
especifico en la metodologia general (Figura 42), y comprendia cuatro niveles: T:
Trichoderma harzianum ITEM 3636, P: Pseudomonas putida RC-93, TP: el coin6culo de
las dos anteriores (en los tres casos las suspensiones tenian una concentracion de 5x10°
conidios/UFC por mililitro) y C: control. Mientras que el segundo factor, aplicacion de

fungicidas al follaje, comprendia 10 niveles (Tabla 16).

Figura 42: Suspenciones para inoculacion de semillas. De izquierda a derecha: agua destilada estéril (C),
suspension de P. putida RC-93 (P), P. putida RC-93 + T. harzianum ITEM 3636 (TP), T. harzianum ITEM
3636 (T).

Tabla 16: Principios activos de los fungicidas, dosis utilizadas y numero de aplicaciones

Niveles Principio activo (czl(;jinsa) N° aplicaciones
1 Testigo - -
2 Pyraclostrobin (13,3%) + epoxiconazole (5%) 750 4
3 Fluxapyroxad (5%) + epoxiconazole (5%) + 1200 4

pyraclostrobin (8,1%)
Clorotalonil (72%) 1400
Pyraclostrobin (13,3%) + epoxiconazole (5%) 750
6 Fluxapyroxad (5%) + epoxiconazole (5%) + 1200 2
pyraclostrobin (8,1%)
Clorotalonil (72%) 1400 3
8 Pyraclostrobin (13,3%) + epoxiconazole (5%) 450
9 Fluxapyroxad (5%) + epoxiconazole (5%) + 720 4
pyraclostrobin (8,1%)
10 Clorotalonil (72%) 840 5
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Las pulverizaciones fueron realizadas con una mochila de gas carbdnico con seis picos a

35 cm de distancia, utilizando pastillas tipo cono hueco y con un volumen de 180-200 I/ha.

Figura 43: Diseflo en franjas
de los ensayos a campo. Los
colores indican los niveles
del factor inoculacion de las
semillas, mientras que los
nimeros indican los niveles
del factor fungicidas foliares.

En los niveles 2, 5 y 8, se empled el Fungicida Opera® de BASF, para el mani se
recomienda una dosis de 750 cm®/ha, iniciando los tratamientos ante la aparicion de las
primeras manchas, y realizando las posteriores aplicaciones cada 21 a 28 dias. Su
composiciéon es: epoxiconazol + pyraclostrobin, 5% y 13,3% p/v (gr/100ml)
respectivamente. Epoxiconazol (triazol) es sistémico, con actividad preventiva, curativa y
erradicante contra Ascomicetes y Basidiomicetes, mientras que pyraclostrobin
(estrobilurina), tiene actividad traslaminar, con accion preventiva, curativa y erradicante,
sobre la misma clase de patogenos mas Oomicetos. El primero actia como inhibidor de la
biosintesis del ergosterol y el segundo como inhibidor del transporte de electrones en las

mitocondrias de las células fungicas, inhibiendo la formacién del ATP.
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En 3, 6 y 9, se utiliz6 el Fungicida Orquesta Ultra® de BASF; la dosis recomendada es
1200 cm’/ha., e iniciar las aplicaciones con la aparicion de las primeras manchas y
continuar las pulverizaciones durante el ciclo del cultivo, con un intervalo de 21 a 28 dias.
Los principios activos que lo componen son pyraclostrobin y epoxiconazole 8,5 y 5 gr/100
ml y fluxapyroxad (5 gr/100ml). Este ultimo es una carboxamida, con actividad traslaminar
y accion preventiva y curativa, inhibe la succinato dehidrogenasa (enzima involucrada en
la respiracion mitocondrial), interrumpiendo el abastecimiento de energia en los hongos,
tiene una residualidad de hasta 28 dias.

Para 4, 7 y 10, se utiliz6 el fungicida Rothalonil® de ROTAM, la dosis recomendada para
mani es 1200-1750 cm’/ha, comenzando cuando las condiciones ambientales sean
favorables al desarrollo de la enfermedad, repitiendo a intervalos de 10-14 dias. El
producto se compone de clorotalonil 72 gr, completando 100 ml con inertes y
coadyuvantes. Actia por contacto, con actividad preventiva, afecta el metabolismo celular
de algunos hongos produciendo el bloqueo o inhibicién de varios procesos metabdlicos
importantes, como la producciéon de energia, la transformacion de acidos grasos y de

proteinas, y el metabolismo de los azticares (CASAFE, 2021).

Figura 44: Ensayo de campo correspondiente a la campafia 2018/19. Posterior a la siembra (Vicufia
Mackenna) y en pleno crecimiento del cultivo (General Cabrera).

1.2. Variables evaluadas

1.2.1. Ensayos de campo campaiia 2017/18

Por falta de condiciones predisponentes para viruela, solo se pudieron evaluar parametros

de rendimiento. Al momento de la cosecha, se arrancaron las plantas de un metro cuadrado
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por cada repeticion, se cosecharon las vainas y se las dejo secando hasta llegar a una
humedad estable, aproximadamente 9%. Luego se pesaron las vainas y posteriormente se
tomaron 100 gr y se pelaron para obtener el peso de los granos, y finalmente esos granos se
pasaron por zaranda de tajo de 7,5 mm para tener el peso de granos calidad confiteria. Los
valores obtenidos (gr/m?) fueron llevados a kg/ha para estimar los respectivos

rendimientos.

1.2.2. Ensayos de campo campaiia 2018/19

A diferencia del afio previo, por condiciones de humedad adecuadas para el desarrollo de la
enfermedad, se pudo cuantificar su intensidad, al igual que los prametros productivos.

Se tomaron dos ramas laterales en los surcos centrales de cada repeticion (parcela) en el
momento en que se comenzaron a ver sintomas de la enfermedad, y se repitid dicho
muestreo y cuantificacion a los 25 dias en GC, mientras que en VM solo se realiz6 un
muestreo previo a la cosecha, debido a la menor presion de la enfermedad. En ambas
localidades se evalud la incidencia y severidad total de la enfermedad; en GC también se
pudo calcular la tasa de incremento y éarea bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE), por tener mas de una medicion de severidad.

La incidencia de la enfermedad representa el porcentaje de foliolos enfermos (con
sintomas), respecto al total de foliolos evaluados. La severidad por su parte, representa el
porcentaje de tejido enfermo, calculado a través de la ecuacion de Plaut y Berger (1980) y
la escala diagramatica de Shokes et al. (1987) citadas previamente (Obj. Especifico 1)
(Figura 45). En el caso de GC, para el célculo de la tasa de incremento, se tomo la
severidad en cada momento, menos la severidad previa, dividido la cantidad de dias
transcurridos entre evaluaciones [ej: (severidad previo a la cosecha — severidad 25 dias
previos) / 25 dias], promediando las tasas obtenidas en los distintos periodos. Respecto al
ABCPE, se calcul6 el area debajo de la curva de severidad en funcion del tiempo para cada
tramo entre dos mediciones de severidad y luego se sumaron todas las areas parciales,

obteniendo el area total para cada tratamiento y repeticion.

Para las variables productivas, se procedié del mismo modo que en los ensayos de la
campafia anterior, estimando nuevamente el rendimiento en vainas, granos totales y granos

calidad confiteria.
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Figura 45: Ramas laterales y evaluacion de viruela mediante escala diagramatica de Shokes et al. (1987).

1.2.3. Ensayos de campo campaiia 2019/20

Para la campafia 2019/20 (Figura 46), del mismo modo que para la campana previa, se
pudo cuantificar la enfermedad, segin su incidencia y severidad, y en el caso de GC
también por tasa de incremento y ABCPE. Respecto a las variables productivas, se siguid
la misma metodologia de muestreo, procesamiento y analisis que en los dos afios

anteriores.

Figura 46: Lotes de mani correspondientes a los ensayos de campo de la campana 2019/20. A la izquierda
Vicufia Mackenna, a la derecha General Cabrera.
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2. RESULTADOS

Con el objetivo de estudiar el efecto de los bioformulados aplicados a las semillas de mani
y los fungicidas de sintesis quimica al follaje respecto a la intensidad de la viruela tardia y
el rendimiento del cultivo, se trabajo en dos localidades y tres afios, abarcando un total de
seis ensayos. Los resultados se organizaron en primer término por campafia agricola y

luego por localidad.

2.1. Ensayos de campo campaiia 2017/18

Debido a la escasez de precipitaciones, no hubo condiciones favorables para el desarrollo
de la viruela tardia, por lo que la enfermedad no se presentd en ninguna de las localidades
en que se realizaron los ensayos. Por tal motivo, solo se pudieron evaluar los pardmetros

productivos: rendimiento en vainas, granos totales y granos tamafo confiteria.

2.1.1. General Cabrera

Al analizar la produccion en esta localidad, se encontrd interaccion entre los factores
inoculacion a las semillas (de ahora en adelante también llamado curasemilla) y fungicidas
foliares respecto a la variable rendimiento en vainas. Se observaron dos grupos con
diferencias estadisticamente significativas entre sus rendimientos, sin embargo, €sos
tratamientos no estuvieron compuestos por un determinado nivel de fungicida y de
curasemilla, que permita establecer una clara relacion entre los mismos y el rendimiento
(punto X.5.1, anexos), asumiendo que dichas diferencias pueden haber sido consecuencia
del azar (mas alla de los errores tenidos en cuenta en el andlisis estadistico), relacionadas
con diferencias en el microambiente de las plantas y compensaciones del cultivo. Por tal
motivo se analizaron ambos factores por separado, como se hizo también para los
rendimientos en granos totales y granos tamano confiteria, donde efectivamente no hubo
interaccion. A su vez, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los curasemillas, ni entre los fungicidas para ninguno de los tres parametros evaluados

(Tablas 17 y 18).

90



VIIL. OBJETIVO ESPECIFICO 4

Tabla 17: Rendimientos de mani (kg/ha + error estandar) segiin curasemillas. General Cabrera
campaiia 2017/18

Curasemilla

Rendimiento en
vainas

Rendimiento en
eranos totales

Rendimiento en
granos confiteria

T
TP

1594,00 + 78,23 a
1630,00 + 78,90 a
1573,00 £ 75,94 a
1582,00 £ 56,68 a

717,72 £ 40,22 a
817,65+4791 a
757,63 +46,15a
765,87 +38,57 a

633,59+ 35,63 a
716,22 +4439a
656,82+ 39,32 a
669,89 + 35,70 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coinéculo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segiin test DGC.

Tabla 18: Rendimientos de mani (kg/ha + error estandar) segtin fungicidas. General Cabrera
campafia 2017/18

Rendimiento en
granos totales

Rendimiento en
granos confiteria

Fungicidas Rend\grilri;r;to en
1 1481,67 £ 135,55 a
2 1565,00 £ 110,61 a
3 1798,33 £ 76,35 a
4 1521,67 £ 150,37 a
5 1743,33 £ 137,03 a
6 1490,00 £ 106,24 a
7 1450,00 £ 123,44 a
8 1564,17 £ 102,74 a
9 1619,17£87,55a

10 1714,17 + 80,87 a

654,50 £57,51a
709,22 £ 56,53 a
932,34+ 53,72 a
706,52 £ 78,87 a
914,61 £69,90 a
693,39 + 63,68 a
698.98 + 84,34 a
74480 £ 57,52 a
739,51 +£49,62a
853,32 +73,52 a

572.41 £ 50,50 a
631,15+£5592a
836.53 £52,15a
621.54+73,79 a
802,71 £ 54,47 a
603,27 + 60,88 a
611,19+ 66,91 a
646,93 + 46,86 a
638,33 £49,58 a
727,24 +70,19 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm®/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm®/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm’/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad -+ epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm’/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm*/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm’/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segln test DGC.

2.1.2. Vicuna Mackenna

En esta localidad no se encontraron interacciones entre ambos factores, como tampoco
diferencias estadisticamente significativas dentro de cada uno (entre los diferentes nieveles
de curasemillas ni entre los niveles de fungicidas), como se muestra en las Tablas 19 y 20

para las tres variables productivas analizadas.
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Tabla 19: Rendimientos de mani (kg/ha + error estandar) seglin curasemillas. Vicufia Mackenna

campaiia 2017/18
. Rendimiento en Rendimiento en Rendimiento en
Curasemilla . ,
vainas granos totales granos confiteria
5746,67 £312,74a  4243,68 £23798a  3803,23 £222,63 a
6353,33+£270,39a 4694,83 £211,05a  4244,48 £196,02 a
T 5591,67+£220,95a 4147,42+17745a 3771,00+ 175,05 a
TP 5918,67+204,71a  4410,68 £160,89a  3962,91 +£ 158,16 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segun test DGC.

Tabla 20: Rendimientos de mani (kg/ha + error estandar) segin fungicidas. Vicuiia Mackenna

camparia 2017/18

Fungicidas Rendingiento en Rendimiento en granos Rendimiento en

vainas totales granos confiteria
1 6693,33 £325,71 a 494424 + 244,18 a 4449,59 £223,01 a
2 5495,00 £ 415,18 a 4052,43 £ 343,75 a 3631,96 £ 325,38 a
3 5951,67 £ 366,64 a 4456,28 £252,10 a 4053,77 £258,09 a
4 5685,00 £393,71 a 4250,08 £ 327,04 a 3777,08 £ 300,24 a
5 5948,33 £ 540,82 a 4424,80 = 387,23 a 4027,38 £354,29 a
6 6238,33 £ 554,69 a 4664,65+439,34 a 4266,13 441,66 a
7 5747,50 £ 351,03 a 4163,83 +307,46 a 3706,68 +£ 314,65 a
8 5869,17 £ 434,29 a 4355,76 £ 329,17 a 3893,12 £ 299,96 a
9 6266,67 £ 321,36 a 4594,00+229,30 a 4086,59 197,40 a
10 5130,83 £284,15a 3835,44+ 23191 a 3561,76 £ 226,88 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?®/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm3/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm3/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segln test DGC.

2.2. Ensayos de campo campaiia 2018/19

Debido a un mejor registro de precipitaciones durante el ciclo del cultivo, la enfermedad se
desarroll6 en ambas localidades, puediendo efectuar las mediciones de los pardmetros de

intensidad, sumados a la estimacion de rendimiento.
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2.2.1. General Cabrera

No se encontr¢ interaccion entre los factores respecto a la intensidad de la enfermedad, por
lo que se analizaron ambos por separado. Para el caso del factor curasemillas, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la aplicacion de agua destilada
estéril (C) y las suspensiones de 7. harzianum ITEM 3636 (T), P. putida RC-93 (P) o el

coinoculo (TP), para ninguna de las variables evaluadas (Tabla 21).

Tabla 21: Intensidad de viruela tardia del mani (V. personata) segun curasemillas. General Cabrera

camparia 2018/19
Curasemillas  Incidencia final (%)  Severidad final (%) Tasa ABCPE
C 64,73 £423a 10,99 £2,38 a 0,22+0,05a 143,06 30,98 a
P 63,98 +4,23 a 9,59+£220a 0,19+0,04a 122,86 +27,69 a
T 64,39 +438a 11,96 £2,63 a 0,24 +0,05a 153,92+33,24a
TP 62,13 +438a 10,61 £234a 0,21 +0,05a 136,63 +30,08 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum 1ITEM 3636. TP: coindculo. ABCPE: area bajo la curva de
progresso de la enfermedad. Valores medios + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segin test DGC.

Por otro lado, al realizar los andlisis de estos pardmetros segiin los diferentes niveles del
factor fungicidas, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
mismos. En todos los casos, el control (1) fue el que registr6 los valores mas altos para la
enfermedad, siguiendo un patrén muy similar entre los demas fungicidas, pero sin
encontrarse diferencias significativas entre ellos, salvo para la incidencia final (Figura 47).
En este caso, se encontr6 que el fungicida 4 y luego el 10, fueron los que presentaron las
incidencias mas bajas (77 y 53 % menores respectivamente, relativo al testigo), basdndose
ambos en la aplicacion de clorotalonil en 5 momentos, el resto de los tratamientos tuvieron
un comportamiento intermedio, pero siempre muy superior al del control (incidencia al
menos 12 % inferior).

En cuanto a la severidad final, tasa de incremento y ABCPE, todos los fungicidas

redujeron los registros medios al menos un 55 % en referencia al testigo (Figuras 48 a 50).
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Figura 47: Incidencia final de viruela tardia del mani seglin fungicidas. General Cabrera, campafia 2018/19.

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm®/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm’/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm3/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +

epoxiconazole 750 cm®/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4

aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm?/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm’/ha 5 aplicaciones. Letras y colores diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05), seglin test DGC.

Figura 48: Severidad final de viruela tardia del mani seglin fungicidas. General Cabrera, campafia 2018/19. 1:

testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +

epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?®/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm3/ha 4

aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm3/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm’/ha 5 aplicaciones. Letras y colores diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05), segtin test DGC.
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Figura 49: Tasa de incremento (aumento de % de severidad diario) de viruela tardia del mani segin
fungicidas. General Cabrera, campafia 2018/19. 1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4
aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil
1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm*/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad +
epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm®/ha 2 aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8:

pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4 aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin
720 cm’/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil 840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras y colores diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segin test DGC.

Figura 50: Area bajo la curva de progreso de viruela vardia del mani (ABCPE) segiin fungicidas. General
Cabrera, campafia 2018/19. 1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm3/ha 4 aplicaciones. 3:
fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5
aplicaciones. 5: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm’/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole
+ pyraclostrobin 1200 cm?®/ha 2 aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm3/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin +
epoxiconazole 450 cm3/ha 4 aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm’/ha 4
aplicaciones. 10: clorotalonil 840 cm?/ha 5 aplicaciones. Letras y colores diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segn test DGC.
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Respecto a las variables productivas, similar a lo que ocurri6 en el afio previo para esta
localidad, cuando se analizdé el rendimiento en vainas, se encontrd interaccidén entre
factores, pero nuevamente sin una tendencia clara en cuanto a que combinacion de
curasemillas y fungicidas fue la que mejor se comportd (punto X.5.3, anexos). Por esta
razon, se analizaron ambos factores por separado, como también se hizo para las variables
rendimiento en granos totales y granos calidad confiteria, donde efectivamente no se

encontro interaccion entre los dos factores al analizar todos sus niveles (Tablas 22 y 23).

Tabla 22: Rendimientos (kg/ha + error estandar) segun fungicidas. General Cabrera campana

2018/19

Fungicidas Rendimiento en Rendimiento en granos Rendimiento en

vainas totales granos confiteria
1 4890,68 +£325,13 a 2812,54 +235,13 a 2559,04 £22534 a
2 5285,32+ 282,87 a 2967,51 £152,75 a 2624,75+ 142,20 a
3 543537 +251,28 a 3264,74 £ 201,04 a 2843,58 £192,53 a
4 4670,53 £209,24 a 265271+ 14422 a 231691 £ 139,63 a
5 5286,33 £242,70 a 3097,74+ 141,33 a 275428 £ 130,56 a
6 4760,49 £ 199,48 a 2763,40 £ 118,34 a 2455,55+ 110,26 a
7 4807,63 £309,21 a 2603,08 £239,01 a 220491 £ 196,81 a
8 5201,94 £ 273,14 a 2862,15+208,67 a 2539,43 £197,66 a
9 5061,14 £ 333,78 a 2709,58 £ 230,66 a 2408,47 £222,50 a
10 5607,28 £ 247,76 a 3079,24 + 188,07 a 2769,51 +£ 188,88 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm?/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
seglin test DGC.

Tabla 23: Rendimientos (kg/ha + error estandar) segun curasemillas. General Cabrera campafia

2018/19
. Rendimiento en Rendimiento en Rendimiento en
Curasemillas . ,
vainas granos totales granos confiteria
C 4892 92 +£ 153.59 2699.00+109.10 a 2350.26 £ 96.40 a
P 5171.05 + 168.85 2894.67+103.73a 2583.23+9947 a
T 5252.18 +178.30 299711+ 121.68a 2667.92+114.54
TP 5086.53 + 192.88 293421+ 14724a  2589.,17+139.86

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segin test DGC.
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Sin embargo, al analizar estos parametros teniendo en cuenta los niveles del factor
curasemillas de a pares, se observd que la inoculacion de las semillas con la cepa 7.
harzianum ITEM 3636, alcanz6 valores de rendimiento mas altos que el control, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para el rendimiento en granos calidad

confiteria, los de mayor valor comercial (punto X.5.3, anexos)

2.2.2. Vicuna Mackenna

En esta localidad no se encontrd interaccion entre los factores curasemillas y fungicidas, ni
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles del factor curasemillas para los
dos parametros evaluados de intensidad de la enfermedad (Tabla 24), donde los valores

oscilaron el 10 % de incidencia y el 0,20 % de severidad.

Tabla 24: Intensidad de viruela tardia del mani (V. personata) segun curasemillas. Vicuiia
Mackenna campafia 2018/19

Curasemillas  Incidencia (%)  Severidad (%)

C 8,95+231a 0,16 £0,05a
P 10,41 £2,57a 0,18 +0,06a
T 11,11 £295a 0,21 +0,10a
TP 13,26 £3,33a 0,25+0,08 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Valores medios + error estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segin test DGC.

Cuando se analizo el efecto de los fungicidas, se encontr6 una mayor incidencia y
severidad de la enfermedad en el control sin fungicidas (1), sin diferencias estadisticamente
significativas entre el resto de los fungicidas (Figuras 51 y 52), reduciendo al menos un 36

% la incidencia y 55 % la severidad respecto al control.
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Figura 51: Incidencia de viruela tardia del mani seglin fungicidas. Vicuiia Mackenna, campaiia 2018/19. 1:
testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm’/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm3/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm’/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +

epoxiconazole 750 cm®/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4

aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm?/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil

840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras y colores distintos indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), segtin test DGC.

Figura 52: Severidad de viruela tardia del mani segun fungicida. Vicufia Mackenna, campaifia 2018/19. 1:
testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm3/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm®/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm*/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm>/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm3/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm®/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm’/ha 5 aplicaciones. Letras y colores distintos indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), segtn test DGC.
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Respecto a las variables de produccion, no se encontr6 interaccion entre los factores, ni se

observaron diferencias entre los diferentes niveles dentro de curasemillas o fungicidas

(Tablas 25 y 26).

Tabla 25: Rendimientos (kg/ha + error estandar) seglin curasemillas. Vicufia Mackenna campana

2018/19

Rendimiento en

granos totales

Rendimiento en
granos confiteria

. Rendimiento en
Curasemillas .
vainas
C 542471 + 148,42 a
4947,71 £ 100,58 a
T 5404,41 + 160,44 a
TP 5476,14+ 151,82 a

3645,01 + 112,04 a
337328 £ 88,73 a
3638,43 + 123,34 a
3785,09 + 105,02 a

3059,79+ 114,42 a
2796,71 £ 87,33 a
3034,03+ 117,67 a
3175,08 £ 97,96 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segin test DGC.

Tabla 26: Rendimientos (kg/ha + error estandar) seglin fungicidas. Vicuiia Mackenna campafia

2018/19
Fungicidas Rendimiento en Rendimiento en granos ~ Rendimiento en granos
vainas totales confiteria
1 5521,57 £233,56 a 3829,97 £ 193,52 a 3311,31 £ 199,49 a
2 4884,91 £249,97 a 3261,48 172,10 a 272393 £ 151,63 a
3 5356,58 £ 215,64 a 3653,43 £170,63 a 3059,11 £ 174,07 a
4 5436,50 £ 191,94 a 3621,89 £ 163,57 a 3016,40 £ 174,44 a
5 5391,00 £207,11 a 3635,61 £ 128,39 a 3010,80 £ 116,74 a
6 5569,92 £ 333,47 a 3818,41£229,23 a 3156,82 £ 199,97 a
7 5033,73 £ 108,81 a 3483,54 £ 95,02 a 2949,56 + 94,66 a
8 5424,63 £220,37 a 3655,15+ 188,56 a 3024,54 + 188,67 a
9 5028,73 £25991 a 3361,89 £210,08 a 2717,71 £218,39 a
10 5484,85+21242 a 3783,14+£ 132,17 a 3193,85+99,17 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?®/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm3/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segln test DGC.
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2.3. Ensayos de campo campaiia 2019/20

Como ocurrid6 en el afio previo, debido a las condiciones ambientales, basicamente
precipitaciones mas abundantes que en el primer ano, hubo un desarrollo de la viruela
tardia, lo que permitio la cuantificacion de su intensidad, junto con la de los pardmetros

productivos del cultivo.

2.3.1. General Cabrera

Al analizar los resultados de intensidad de la enfermedad, salvo para incidencia, se
encontrd interaccion significativa entre los factores curasemillas y fungicidas para los
pardmetros evaluados, severidad, tasa de incremento y ABCPE, estando fuertemente
ligados al efecto de los niveles del factor fungicida, lo que queda plasmado en el punto
X.5.5 (anexos). Solo se pudo establecer con claridad tres grupos que se que tuvieron
valores estadisticamente mayores para las tres variables: las combinaciones de semillas
inoculadas con P. putida RC-93 (P), el coindculo (TP), o sin inocular (C) con el nivel 1 de
fungicidas (testigo), que registraron los valores mas altos, seguidos por la inoculacion a la
semilla con 7. harzianum ITEM 3636 (T) combinado con 1 y T combinado con 5
(pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm’/ha por dos aplicaciones). Teniendo en cuenta lo
anterior, y para una simplificacion de su analisis, los resultados se presentan considerando
ambos factores por separado.

Cuando se analizaron los bioformulados aplicados a las semillas (Tabla 27), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el control y las suspensiones
de P. putida RC-93, T. harzianum ITEM 3636 y el coindculo, para ninguna de las variables

evaluadas.

Tabla 27: Intensidad de viruela tardia del mani (V. personata) segin curasemillas. General Cabrera

campafia 2019/20
Curasemillas  Incidencia final (%)  Severidad final (%) Tasa ABCPE
C 64,01 £3,54 a 27,66+ 4,47 a 0,53+0,09a 387,45+60,20 a
P 62,67 +3,44 a 25,47+441a 0,49+0,08a 357,93+59,24a
T 66,72 +3,40 a 2541+432a 0,49+0,08a 358,75+58,89a
TP 61,06 £3,21 a 25,46 429 a 0,49+0,08a 355,56+57,85a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coinéculo. ABCPE: area bajo la curva de
progresso de la enfermedad. Valores medios + error estdndar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segn test DGC.
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Respecto al factor fungicidas, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el testigo (1) y el resto de los niveles, para todos los pardmetros evaluados de la
enfermedad (Tabla 28). A su vez, se observd que clorotalonil (1400 cm?/ha) en tres y cinco
aplicaciones (niveles 7 y 4, respectivamente), tuvieron la menor incidencia final de la
enfermedad, con valores inferiores al 53 % respecto a 97 % en el testigo (45 % mas bajos
aproximadamente, en términos relativos). Por otro lado el fungicida 4, junto con el 3 y el 9
(fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin, 1200 y 720 cm?/ha, respectivamente en
cuatro aplicaciones), mostraron los valores mas bajos de severidad final, tasa y ABCPE,
alrededor de un 90 % inferiores a los registrados para el testigo (tomando los valores de

este como el 100%).

Tabla 28: Intensidad de viruela tardia del mani (V. personata) segin fungicidas. General Cabrera

campafia 2019/20
Fungicidas Incidencia final (%)  Severidad final (%) Tasa ABCPE

1 97,58+ 1,67 ¢ 84,70 £5,53 ¢ 1,63+0,11 ¢ 1148,96 + 76,13 ¢
2 62,93 £3,40b 2585+243b 0,56 +0,05b 363,58 +32,70 b
3 60,85+391b 724+ 1,44a 0,14+0,03a 101,58 £ 19,30 a
4 44,60 + 6,13 a 6,47+2,83a 0,13+0,05a 89,40 £36,61 a

5 61,32+4,56b 33,27+4,48b 0,64 +0,09b 470,03 £ 58,31 b
6 67,48 +£3,70b 20,88+2,83 b 0,40+0,05b 302,45+ 37,57b
7 52,51+£3,07a 2721+2,56b 0,52+0,05b 395,75+ 34,18 b
8 60,35+2,59b 26,56+ 1,28 b 0,51+0,02b 375,36+19,95b
9 63,05+4,82b 927+1,51a 0,18+0,03a 128,29 £ 20,46 a
10 65,49 +£3,85b 18,51+£1,30b 0,36 0,03 b 273,85+ 18,06 b

Valores medios + error estandar. ABCPE: area bajo la curva de progreso de la enfermedad. 1: testigo. 2:
pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin
1200 cm’/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm®/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin + epoxiconazole
750 cm’/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm?/ha 2 aplicaciones. 7:
clorotalonil 1400 cm®/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm?/ha 4 aplicaciones. 9:
fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm3/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil 840 cm?/ha 5

aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segtin test DGC.

En cuanto al rendimiento, no hubo interaccidon entre los factores; tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los curasemillas, ni entre los fungicidas
aplicados (Tablas 29 y 30). Sin embargo, dentro de este ultimo factor, puede observarse
que el testigo (1) tuvo una tendencia a valores mas bajos de produccion en los tres
parametros evaluados, lo que podria estar reflejando el efecto de la mayor intensidad de la

enfermedad respecto a los otros fungicidas.
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Tabla 29: Rendimientos estimados (kg/ha =+ error estandar) segin curasemillas. General Cabrera

campaia 2019/20
. Rendimiento en Rendimientoen  Rendimiento en granos
Curasemilla . . .
vainas granos totales calidad confiteria

C 3822,27+226,95a  1697,54+ 130,40 a 1405,56 + 114,00 a
P 4132,00+229,48a  1860,81 + 122,16 a 1538,54+96,53 a
T 3847,13 £ 165,13 a 1810,39 £ 85,46 a 1465,33+8391 a
TP 3896,27+ 171,40 a  1861,83+ 116,14 a 1525,08+99,73 a

C: control. P: P. putida. RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segun test DGC.

Tabla 30: Rendimientos estimados (kg/ha + error estandar) segiin fungicidas. General Cabrera

campafia 2019/20
Fungicida Rendimiento en Rendimiento en Rendimiento en granos
vainas granos totales calidad confiteria
1 3173,00£259,12a 137587+ 147,17 a 1024,53 £ 124,03 a
2 4070,50 +280,10a  1855,68 + 189,88 a 1573,64 £ 173,11 a
3 4257,83+276,01a  1958,57 + 140,88 a 1595,91 £ 122,14 a
4 4266,83 +348,80a 1987,49+ 171,71 a 1659,52 £ 148,89 a
5 3786,00 £ 388,46 a  1816,48 £239,60 a 1461,39 £ 165,12 a
6 4225,00+284,31a  1780,98 + 153,78 a 1443,38 £ 142,29 a
7 3832,33+£282,02a 1887,57+ 164,82 a 1566,76 £ 151,90 a
8 3768,50 £311,90a  1728,73 £ 166,74 a 1427,05 £ 152,69 a
9 3767,00 £259,67a 1701,77 £ 156,11 a 1410,86 £ 142,90 a
10 4097,17+£402,79a  1983,28 +238,49 a 1673,24 + 189,97 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm3/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm®/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm3/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?®/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm3/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm3/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
segun test DGC.

2.3.2. Vicuiia Mackenna

Al analizar los resultados, no se encontrd interaccion significativa entre los factores
curasemillas y fungicidas para ninguno de los parametros evaluados, tanto de intensidad de

la enfermedad como de rendimiento, por lo que se analizaron de manera separada.
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La incidencia y severidad de la enfermedad, no tuvo diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas suspensiones que conforman el factor curasemilla,
registrando valores muy bajos en todos los casos (2,97 a 4,49 % de incidencia y 0,02 a 0,03

% de severidad) (Tabla 31).

Tabla 31: Intensidad de viruela tardia segun curasemillas. Vicuiia Mackenna campafia 2019/20

Curasemillas Incidencia (%) Severidad (%)
C 2,97 £0,66 a 0,02+0,01 a
P 4,49+ 1,05a 0,03+0,01 a
T 3,80+ 1,60 a 0,03+0,01a
TP 3,65+0,81a 0,03+0,01 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Valores medios + error estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segtn test DGC.

Respecto al factor fungicidas, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el testigo (1 — sin fungicida) y el resto de los niveles tanto para la incidencia, como la
severidad de la enfermedad (Tabla 32). También se encontraron diferencias entre los
principios activos, donde la aplicacion de fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin
(1200 cm?/ha) en dos momentos (6) y clorotalonil (1400 cm>/ha) en tres momentos (7),
registraron los mayores valores de incidencia de la enfermedad, después del testigo. Los
valores fueron muy bajos comparados con la otra localidad, con registros medios entre 0,91

y 12,11 % de incidencia.

Al analizar la severidad de la viruela, se encontré6 que nuevamente el nivel 7, tuvo el valor
mas alto después del testigo, seguido por 6, 5 y 8 (pyraclostrobin + epoxiconazole, 750 y
450 cm’/ha, en dos y cuatro aplicaciones respectivamente) y 10 (clorotalonil 840 cm®/ha,
por cinco aplicaciones). Sin embargo, en todos los casos con valores muy bajos, entre

0,003 y 0,09 % de severidad.
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Tabla 32: Intensidad de la viruela tardia seglin fungicidas. Vicuiia Mackenna campana 2019/20

Fungicidas Incidencia (%) Severidad (%)
1 12,11+235d 0,090 + 0,020 d
2 1,12+0,38a 0,010 +0,003 a
3 1,16 +0,43 a 0,004 £ 0,003 a
4 1,24+0,51 a 0,010 £ 0,004 a
5 2,93+0,80a 0,020+ 0,010 b
6 4,60+0,95b 0,030+ 0,010b
7 7,70+ 1,50 ¢ 0,060+ 0,010 ¢
8 2,31+0,61a 0,020+ 0,010 b
9 091+0,22a 0,003 £0,002 a
10 320£1,05a 0,030+ 0,010 b

Valores medios + error estindar. 1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 4 aplicaciones. 3:
fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm®/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5
aplicaciones. 5: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm?/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad -+ epoxiconazole
+ pyraclostrobin 1200 cm®/ha 2 aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm3/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin +
epoxiconazole 450 cm’/ha 4 aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm?/ha 4
aplicaciones. 10: clorotalonil 840 cm’/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), segtn test DGC.

Por otro lado, al igual que lo ocurrido en General Cabrera, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al rendimeinto, entre los diferentes curasemillas y

ni entre los fungicidas aplicados (Tablas 33 y 34).

Tabla 33: Rendimientos estimados (kg/ha & error estandar) seglin curasemillas. Vicufia Mackenna

campafia 2019/20
. Rendimiento en Rendimiento en granos Rendimiento en granos
Tratamiento . . .
vainas totales calidad confiteria
4130,27+ 161,44 a  3043,59+ 12233 a 2453,46 130,44 a
P 4378,87+£ 174,66 a  3279,22+ 136,33 a 2629,81 £ 125,12 a

4581,20+201,34 a  3436,62+ 153,77 a 2889,18 £ 139,42 a

TP 4040,13 £202,64 a 299429+ 157,12 a 2443,58 £ 134,78 a

C: control. P: P. putida RC-93. T: T. harzianum ITEM 3636. TP: coindculo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segun test DGC.

Sin embargo, tal como ocurrid en el ensayo de General Cabrera en la campana 2018/19, al
analizar los niveles dentro del factor curasemillas de a pares, se encontré que la aplicacion
de la cepa T. harzianum ITEM 3636 a las semillas, permitio conseguir valores de
rendimiento mas altos, con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para el

rendimiento en granos confiteria, respecto al testigo (punto X.5.6, anexos).
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Al igual que lo expresado para la otra localidad en la misma campafia, se observo que el
testigo (1) tuvo una tendencia a valores mas bajos para los tres pardmetros de rendimiento

(Tabla 34), reflejando posiblemente el efecto de la mayor intensidad de la enfermedad.

Tabla 34: Rendimientos estimados (kg/ha + error estandar) seglin fungicidas. Vicuiia Mackenna
campafia 2019/20

Rendimiento en granos Rendimiento en granos

Fungicidas Rendimiento en vainas

totales calidad confiteria
1 3740,83 + 381,77 a 2757,53 £291,25a 2207,24 £266,90 a
2 3860,50 + 216,44 a 2887,36 £ 173,12 a 2375,89 £ 14848 a
3 4776,33 £ 388,17 a 3578,22 + 306,50 a 2882,54 £ 252,13 a
4 4525,00 +309,09 a 3328,84 £ 236,48 a 2757,48 £ 238,77 a
5 4134,50 £211,37 a 3098,22 + 157,67 a 2466,34 + 132,72 a
6 4317,83 +£301,42 a 3230,96 + 234,67 a 2615,34 £23901 a
7 4213,83 £22327 a 3165,64 + 162,48 a 2552,12 £ 19894 a
8 4541,67 +£272,98 a 3404,59 + 210,88 a 2860,64 +£ 184,75 a
9 4621,33 £332,53 a 3442,33 £ 259,55 a 2878,64 £ 251,04 a
10 4094,33 £222,96 a 2990,59 £ 175,27 a 2443.85 + 148,64 a

1: testigo. 2: pyraclostrobin + epoxiconazole 750 cm3/ha 4 aplicaciones. 3: fluxapyroxad + epoxiconazole +
pyraclostrobin 1200 cm?/ha 4 aplicaciones. 4: clorotalonil 1400 cm?/ha 5 aplicaciones. 5: pyraclostrobin +
epoxiconazole 750 cm’/ha 2 aplicaciones. 6: fluxapyroxad -+ epoxiconazole + pyraclostrobin 1200 cm’/ha 2
aplicaciones. 7: clorotalonil 1400 cm?/ha 3 aplicaciones. 8: pyraclostrobin + epoxiconazole 450 cm’/ha 4
aplicaciones. 9: fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin 720 cm?/ha 4 aplicaciones. 10: clorotalonil
840 cm®/ha 5 aplicaciones. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),
seglin test DGC.

Si se comparan los resultados de intensidad de la enfermedad a nivel de ensayo,
contemplando la totalidad de las muestras (120 = 40 tratamientos por tres repeticiones)
para cada localidad y campafia (Tabla 35), se puede observar que en General Cabrera se
lleg6 a valores medios y maximos mas altos que en Vicuia Mackenna para ambas

campaias.

Tabla 35: Medidas de resumen de la intensidad de la enfermedad a nivel de ensayo

Ensayo Incidencia (%)
GC, 2018/19 63,81 £2,13 (4,55 - 100)

Severidad (%)
10,79 + 1,18 (0,06 - 73,67)

GC, 2019/20 63,62 +1,69 (16,35 -100) 26,00+ 2,16 (0,30 - 100)
VM, 2018/19 10,93 £ 1,40 (0 - 69,94) 0,20 £ 0,04 (0 - 2,86)
VM, 2019/20 3,73+ 0,45 (0 - 29,58) 0,03 £ 0,004 (0 -0,24)

Valores medios + error estandar (minimo - maximo). GC: General Cabrera. VM: Vicuiia Mackenna.
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Por otra parte, al resumir los resultados de produccion a nivel de ensayo (Tabla 36), se
evidencian valores mas elevados para Vicuna Mackenna en las tres campaiias, para las tres
variables estimadas: rendimiento en vainas, en granos totales y en granos tamafos

confiteria.

Tabla 36: Medidas de resumen de los rendimientos (kg/ha + error estandar) a nivel de ensayo

Ensayo Rendimiento en Rendimiento en Rendimiento en
vainas granos totales granos confiteria

GC, 2017/18 1594,75 £ 36,10 764,72 + 21,67 669,13 + 19,48
GC, 2018/19 5100,67 + 86,76 2881,27 = 60,89 2547,64 + 57,26
GC, 2019/20 3924,42 £ 99,62 1807,64 + 57,00 1483,63 + 49,17
VM, 2017/18 5902,58 + 128,93 4374,15+ 100,11 3945,40 + 95,11
VM, 2018/19 5313,24 + 72,87 3610,45 + 55,04 3016,40 + 53,38
VM, 2019/20 4282,62 +£93,79 3188,43 +£72,52 2604,01 + 67,49

GC: General Cabrera. VM: Vicuna Mackenna.
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3. DISCUSION

Durante el primer afio de ensayos a campo (campaiia 2017/18), no se encontraron sintomas
de viruela tardia debido a la escasez de precipitaciones durante el ciclo del cultivo en
ambas localidades, 263 mm en General Cabrera y 298 mm en Vicufia Mackenna.
Considerando que el patdogeno N. personata necesita precipitaciones para su dispersion y
una canopia himeda para poder infectar y desarrollar la enfermedad (Marinelli et al,
2017), las condiciones ambientales de esta campafia, no propiciaron el desarrollo del
patdgeno. En los dos afios subsiguientes, con condiciones favorables para la enfermedad,
se observaron sintomas en ambas localidades; sin embargo, la intensidad de la efermedad
en General Cabrera fue muy superior a la registrada en Vicuia Mackenna en ambas
campanas. Esto se debe al historial de uso de los lotes, en el primer caso, con mas de
cincuenta afios de produccion de mani, lo que hace que haya mayor cantidad de inéculo, y
ante condiciones ambientales favorables, la enfermedad normalmente se presenta con
niveles de intensidad mas elevados que en los campos cercanos a Vicufla Mackenna, que
pertenen a una zona con menor historial de uso para este cultivo (Giayetto et al., 2017).

En los ensayos de las campafias 2018/19 y 2019/20 en ambas localidades, la pulverizacion
con los diferentes principios activos, en distintas dosis y nimero de aplicaciones, logrd una
disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad y de su tasa de incremento y
ABCPE (solo en General Cabrera), respecto al testigo quimico sin fungicidas; estos
resultados fueron observados en ensayos a campo en estudios previos, para esta misma
zona (Oddino ef al., 2018), al igual que en otros paises (Culbreath et al., 2018).

En General Cabrera en la campafia 2018/19 la aplicacion de clorotalonil a la dosis
recomendada (1400 cm’/ha) en cinco momentos (4), logré la menor incidencia de la
enfermedad, seguido por este mismo tratamiento, solo que al 60% de la dosis anterior (840
cm?’/ha) (10); sin embargo, es importante tener en cuenta el riesgo que implica el uso de
subdosis de fungicidas, frente a la posible generacion de resistencia en el patégeno (van
den Bosch et al., 2011). Respecto a la severidad, tasa de incremento y ABCPE, solo se
encontraron diferencias entre no aplicar fungicidas (1) y la aplicacion de cualquiera de
ellos en sus diferentes combinaciones, aunque se pudo observar una tendencia similar,
posicionando a los tratamientos 4 y 10 nuevamente como los mejores, en coincidencia con
otros trabajos que contemplaron ensayos a campo en la misma zona productora de mani

(Monguillot et al., 2020; Giordano ef al., 2021b).
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En el caso de la localidad de Vicufia Mackenna durante la campana 2018/19, del mismo
modo que en el ensayo anterior, solo se registrdé un efecto de los fungicidas; tanto para la
incidencia como para la severidad, la unica diferencia observada fue entre el testigo y el
resto de los niveles de este factor. Cabe destacar igualmente, que se encontrd una tendencia
en el comportamiento de los diferentes niveles del factor fungicidas, donde nuevamente se
posicionaron los niveles 4 y 10 como los de menor intensidad de la enfermedad.

Respecto a los datos de la localidad de General Cabrera en la campania 2019/20, se
encontr6 una interaccion entre curasemillas y fungicidas para la severidad, tasa de
incremento y ABCPE, pero evidentemente ese resultado estuvo correlacionado con el
efecto del factor fungicida, ya que las combinaciones del testigo (1) con los distintos
curasemillas, fueron los que presentaron la mayor diferencia con el resto, sin poder
encontrar una relacion entre fungicidas y curasemillas con ventaja frente a la enfermedad.
El fungicida que registrd la menor incidencia, fue clorotalonil 1400 cm®*ha en 3 y 5
aplicaciones (niveles 7 y 4). En cuanto a la severidad, tasa de incremento y ABCPE, no
hubo diferencias entre los niveles, salvo respecto al testigo, aunque nuevamente hubo una
tendencia del nivel 4 del factor fungicidas, como uno de los mejores.

Finalmente, al analizar los datos de la localidad de Vicufia Mackenna para la campafia
2019/20, la incidencia y la severidad registradas llegaron a valores muy bajos, como se
mencioénd previamente por el historial de la zona, sumado a las menores precipitaciones
respecto a la campafia previa en la misma localidad. Para ambas variables, el fungicida 6
(fluxapyroxad + pyraclostrobin + epoxiconazole, 1200 cm’/ha, 2 aplicaciones) y 7
(clorotalonil 1400 cm’/ha, 3 aplicaciones) estuvieron entre los que lograron un menor
control de la enfermedad, posiblemente por un menor niimero de aplicaciones que en el

resto de los niveles (3 y 5 aplicaciones, respectivamente).

En forma general, en todos los ensayos en que se pudo evaluar la enfermedad (campanas
2018/19 y 2019/20 en ambas localidades), se encontré que la aplicaciéon de todos los
principios activos evaluados, en diferentes dosis y numero de aplicaciones, dismuniy6 la
intensidad de la enfermedad respecto al testigo. Entre estos hubo mezclas de estrobilurinas
+ triazoles (pyraclostrobin + epoxiconazole), que se vienen usando para el manejo de esta
enfermedad en lotes de mani comerciales, con mejores resultados que la aplicacion de
moléculas de ambos grupos por separado, demostrando la importancia de su efecto
sinérgico, debido a los diferentes modos de accion (Culbreath et al., 2018; Oddino et al.,

2018). En la otra mezcla de principios activos evaluada, se agrega una carboxamida
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(fluxapyroxad); pese a que en el presente trabajo no se encontré una mejor performance de
estos tratamientos respecto al resto de los fungicidas empleados en la mayoria de los casos,
este tipo de mezclas han mostrado mayor eficiencia de control de la enfermedad que las
mezclas de triazoles + estrobilurinas (Culbreath et al., 2016; Oddino ef al., 2018; Giordano
et al., 2021b), encontrando que uno de los principios activos que resalta dentro de este
grupo para el control de viruela del mani, ha sido penthiopirad (Culbreath et al., 2020;
Monguillot et al., 2020), no contemplado en el presente trabajo.

Para la mayoria de los ensayos aqui descriptos, la aplicacion del fungicida clorotalonil
represent6 la mejor opcion dentro de la herramienta quimica de control de la enfermedad,
lo cual viene siendo plasmado hace un tiempo en diversos trabajos (Culbreath et al., 2009,
2018; Oddino et al., 2018). Este fungicida ha sido la base para el control de viruela del
mani en todo el mundo, debido a su reducido riesgo de generar resistencia gracias a sus
multiples modos de accion, con mas de 40 afos de uso en diferentes patosistemas, sin
registros de desarrollo de resistencia (Anco, 2018). Teniendo en cuenta que el uso de esta
molécula a nivel mundial, qued6 prohibido desde mayo del 2020 (Comision Europea,
2019), es necesario recurrir a otros principios activos para el control de la enfermedad, sin
perder de vista el manejo de la resistencia.

Entre los fungicidas, aquellos con multiples sitios de accion, como mancozeb, cobre y
azufre en mezcla con triazoles, han demostrado un buen control de la enfermedad y
podrian reemplazar a clorotalonil, manteniendo un bajo riesgo de disminucion de la
sensibilidad del patogeno (Culbreath et al, 2019; Giordano et al., 2021b). Incluso
principios activos registrados como insecticidas, han sido evaluados frente a esta
enfermedad en aplicaciones al surco, tal es el caso del forato, con el que se encontré una
significativa disminucion de la defoliacion, aparentemente debido a una activacion de
defensas en la planta, colaborando también en la disminucion del riesgo de desarrollo de
resistencia (Anco ef al., 2020b).

Otra de las alternativas al uso exclusivo de fungicidas de sintesis quimica, es la
implementacion de un manejo inegrado de la enfermedad, que mas alld de contribuir con la
durabilidad de dicha herramienta, estd alineado a las exigencias a nivel mundial,
particularmente a paises europeos, los principales importadores del mani argentino, que
buscan disminuir la dependencia en el uso de pesticidas para una mayor seguridad
ambiental y del consumidor. Uno de los enfoques en este punto, es el uso de ACB (Woo et

al., 2014).
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A lo largo de este trabajo, en los cuatro ensayos realizados a campo en los que se presentd
la viruela tardia del mani (GC y VM 2018/19 y 2019/20), no se observd que la aplicacion
de los bioformulados de Pseudomona putida RC-93 y/o Trichoderma harzianum 1TEM
3636, lograra una dismunucién de la enfermedad, atribuible a una promocion del
crecimiento de la planta o por mecanismo ISR/SAR. En otros trabajos del grupo de
investigacion con la cepa 7. harzianum ITEM 3636 aplicada en semilla, se encontrd
disminucién de la intensidad de podredumbre parda de la raiz (Fusarium solani) (Rojo et
al., 2007; Erazo et al., 2021) y carbon del mani (Thecaphora frezii) (Ganuza et al., 2018),
pero a diferencia de la viruela, ambas son enfermedades del rizoplano. Por otro lado, Hasan
et al. (2014) reportaron una menor intensidad puntualmente de viruela, mediante la
aplicacion foliar de un bioformulado comercial a base de Trichoderma, en concordancia
con Mortigliengo et al. (2020), cuyo nivel de intensidad fue similar al del testigo quimico
(clorotalonil). Respecto a Pseudomonas, Kishore et al. (2005d), encontraron una
disminucion de la severidad de viruela al aplicar también de manera foliar, P. aeruginosa
GSE 18 mas clorotalonil, respecto al fungicida solo. Zhang ef al. (2001), sin embargo, no
encontraron un control de la enfermedad al aplicar un grupo de PGPR y de elicitores a las

hojas.

La produccion de mani en vainas, granos totales y granos tamafio confiteria fue mas alta
los tres afios de ensayos en los lotes cercanos a Vicufia Mackenna, debido entre otras
causas al menor historial de uso de los mismos para este cultivo y las mejores condiciones
edaficas (suelos mas arenosos). A su vez, esa diferencia fue mas acentuada al considerar
los rendimientos en grano, debido a que en General Cabrera, la incidencia (porcentaje de
vainas enfermas) de carbon del mani (7. frezii), fue mucho mas elevada, superior a 47% los
tres afios, respecto a la otra localidad donde nunca superd el 15% promedio (datos
registrados a partir de las muestras con las que se estimaron los rendimientos). Siendo esta
una enfermedad que también genera grandes pérdidas de rendimiento, las cuales estan
directamente asociadas a su incidencia (Rago et al., 2017).

Durante los primeros dos afos de ensayos (2017/18 y 2018/19) en ambas localidades, no se
encontr6 una relacion clara entre las suspensiones aplicadas a las semillas y/o los
fungicidas foliares y el rendimiendo del cultivo. Para el Gltimo afio de ensayos (2019/20)
tampoco hubo significancia estadistica, pero para ambas localidades se pudo observar una
tendencia de menor rendimiento en el testigo sin fungicidas, mas alld del bioformulado

aplicado en las semillas.
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La produccion en General Cabrera tuvo una relacion directa positiva con las
precipitaciones, en cambio en Vicufla Mackenna, el primer afio tuvo valores medios mas
altos, pese a que fue el aflo mas seco, esto posiblemente se deba a una buena condicion de
humedad al momento de la siembra y una buena distribucion de las precipitaciones a lo
largo del ciclo del cultivo, mas alla de su escaséz. De todos modos, es de destacar que esta
es una variable que depende de muchos factores al ser estimada, como el muestro, la
compensacion del cultivo, entre otros; una mejor manera de estimar dichos rendimientos,
seria realizar la cosecha total de la parcela con maquina, incluso considerando parcelas mas
grandes y asi evitar este tipo de errores.

Analizando los curasemillas de a pares, se encontrd que en los ensayos de General Cabrera
2018/19 y de Vicufia Mackenna 2019/20, la inoculacion de las semillas con 7. harzianum
ITEM 3636, gener6 un mayor rendimiento en granos confiteria que el control (sin
inoculacion), que no estuvo relacionado con la intensidad de viruela tardia. Esto coincide
con lo reportado por Ganuza et al. (2018), que encontraron mayor nimero de granos
calidad confiteria y mayor peso de granos totales por planta al aplicar 7. harzianum ITEM
3636 a las semillas de mani. Kishore et al. (2005d) también encontraron un mayor
rendimiento en vainas al aplicar Pseudomonas aeruginosa GSE 18. Por otro lado,
Figueredo et al. (2017), tras la inoculacion en el surco con Bacillus sp. CHEPS sefialaron
un mayor rendimiento en los mismos tres parametros evaluados en el presente trabajo para
una localidad, mientras que en otra solo observaron un mayor rendimiento en granos
confiteria.

Respecto a los fungicidas foliares, no hubo incrementos en la produccion, solo alguna
tendencia a favor de la aplicacion de cualquiera de los principios activos respecto al testigo
en el Ultimo afio para ambas localidades. Considerando que segun su incidencia y
severidad muchas plantas llegaron a tener porcentajes de pérdida de area foliar elevados, si
la cosecha hubiera sido mecanica, como en lotes comerciales, los rendimientos hubieran
sido mas bajos, por desprendimiento de vainas y dificultades en la inversion de las plantas,
arrojando posiblemente diferencias significativas en lo que se pudo observar solamente
como una tendencia. Algunos trabajos reportan incrementos de rendimiento con el uso de
fungicidas, vinculados estrechamente con un control de viruela. Culbreath et al. (2009)
reportaron que penthiopirad (carboxamida) al igual que clorotalonil permitieron un mayor
rendimiento que el testigo tras un buen manejo de viruela. Otro trabajo destaca el
comportamiento de prothioconazole respecto al resto de los triazoles, que al igual que

clorotalonil, lograron mayores rendimientos de mani (Culbreath et al., 2018). A nivel local,
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Oddino et al. (2018), encontraron un mayor rendimiento del cultivo con los tres fungicidas
o mezclas utilizadas en el presente trabajo, frente al testigo y a otros principios activos,

entre ellos difenoconazole (triazol).

Al analizar las diferentes combinaciones de curasemillas y fungicidas (tratamientos), no se
encontrd una interaccion entre los mismos, que permitiera seleccionar claramente un mejor
o peor tratamiento frente a la viruela tardia del mani, y su vinculo con el rendimiento del
cultivo. Sin embargo, se pudo determinar, que la aplicacion foliar de fungicidas quimicos,
permitié una menor intensidad de la enfermedad en todos los ensayos ejecutados, respecto
al testigo, encontrando que la aplicacion de clorotalonil y la mezcla de triazol +
estrobilurina + carboxamida, aplicados en la dosis recomendada y con el menor intérvalo
de tiempo (que respeta su periodo de residualidad), fueron los que mejor se posicionaron
respecto al control de la enfermedad. La aplicacion de 7. harzianum ITEM 3636 a las
semillas, logré un mayor rendimiento en granos confiteria en un ensayo de cada localidad,
lo que podria estar demostrando una posible promocién del rendimiento del cultivo, pese a

que no estuvo asociada a una menor intensidad de la enfermedad.
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El acondicionamiento de las semillas de mani con fungicidas quimicos y posterior
incorporacion de carboximetilcelulosa (CMC) e inoculacion con Trichoderna harzianum
ITEM 3636 y/o Pseudomonas putida RC-93, representa una manera practica de incorporar
estos microorganismos en el cultivo, sin generar perjuicios en los procesos de germinacion
y emergencia. A su vez, el recuento de unidades formadoras de colonias a partir de
semillas inoculadas con 7. harzianum ITEM 3636, al igual que su observacion bajo
microscopia electronica de barrido laser, permitieron determinar que dicha cepa no es
afectada por los fungicidas curasemillas empleados, y que la CMC funciona correctamente

como adherente.

A través de los ensayos llevados a cabo en invernadero, se encontrdé que al inocular las
semillas con P. putida RC-93, se logr6é un mayor volumen y peso de raices, medido en R2
— R3, lo que podria ser favorable para el cultivo, por ejemplo ante condiciones de déficit
hidrico. No obstante, no se evidencié un aumento en el rendimiento en vainas o granos tras
la aplicacion de estas cepas. Por otro lado, la intensidad de viruela tardia (Nothopassalora
personata) fue menor en todos los tratamientos bioldgicos respecto al control, encontrando
un menor numero de foliolos enfermos, incidencia y severidad de la enfermedad con la
aplicacion de 7. harzianum ITEM 3636 solo o en coindculo con P. putida RC-93 en las
semillas, al igual que mediante la aplicacion de P. putida RC-93 por riego y foliar. Estos
ultimos resultados, estarian indicando una potencial actividad de biocontrol de estos

agentes frente a la enfermedad.

A partir de muestras de foliolos tomadas de los ensayos de invernadero, se midio la
actividad enzimatica de proteinas relacionadas con la patogénesis (B-1,3-glucanasa y
quitinasa) y una enzima de defensa (polifenol oxidasa), como posibles indicadores de una
induccion de resistencia sistémica en las plantas. Sin embargo, no se encontré que la
aplicacion de los bioformulados de 7. harzianum ITEM 3636 en semilla, o P. putida RC-
93 de manera foliar o por riego, hubieran generado un aumento en dicha actividad; de
todos modos, podrian evaluarse otros compuestos involucrados en diferentes rutas
metabolicas que forman parte de las respuestas de defensa en la planta, incluyendo mas

momentos de muestreo y variando las técnicas para su cuantificacion.
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Mediante la tincion de tejidos radicales, y su posterior observacion bajo microscopia
confocal de barrido laser, se pudo confirmar que 7. harzianum ITEM 3636 se comporta
como endofito en las raices de mani, una vez que es inoculado en las semillas. Esto le
permitiria al hongo, estar mas protegido de las condiciones ambientales y frente a otros
microorganismos, y mantener posiblemente, una relacion mas estrecha y de mayor

duracion con la planta.

En los ensayos realizados a campo, se incluyeron lotes agricolas de zonas muy diferentes
respecto a su historial de uso para el cultivo de mani (General Cabrera, con mayor historia
del cultivo, y Vicuiia Mackenna) en tres campafias agricolas sucesivas 2017/18, 2018/19,
2019/20. En el primer afio no se presentaron las condiciones para el desarrollo de viruela
tardia, pero en los siguientes dos afios, donde si se presentd la enfermedad, la combinacion
de los bioformulados inoculados en las semillas y fungicidas quimicos foliares, no genero
diferencias en la intensidad de la enfermedad. La intensidad fue dependiente del factor
fungicidas, donde el control arrojé los valores mds altos de incidencia, severidad, tasa de
incremento y ABCPE. A su vez, se pudo observar que los fungicidas clorotalonil en cinco
aplicaciones y fluxapyroxad + epoxiconazole + pyraclostrobin en cuatro aplicaciones,
fueron los que mejor se posicionaron (sin diferencias estadisticamente significativas) frente
al control de la enfermedad, principalmente en la localidad de General Cabrera, donde la
presion de la enfermedad fue mucho mas alta. Al evaluar los rendimientos en estos mismos
ensayos, no hubo diferencias para ninguno de los factores evaluados, aunque se registraron
valores mas bajos en los controles sin fungicida de ambos campos en la ultima campaiia,
posiblemente ligado al efecto de la intensidad de la viruela tardia, y que de no haber sido
manual su cosecha, estas diferencias podrian haber sido significativas. A su vez, se
encontr6 que en dos de los ensayos, la inoculacion conT. harzianum ITEM 3636 generd un
mayor rendimiento en granos calidad confiteria, respecto al control sin inocular, lo que

estaria seflalando una posible promocion del rendimiento del cultivo.

En el escenario mundial actual, el manejo integrado de enfermedades representa una
estrategia muy importante y que debe ser tenida en cuenta en todos los sistemas
productivos, principalemente en aquellos como en el cultivo de mani, altamente
dependiente de fungicidas de sintesis quimica y con una demanda mundial cada vez mas
exigente. La utilizacion de microorganismos como ACB de enfermedades, es una de las
herramientas mas estudiadas y con mayor potencial, sin embargo, su estudio lleva mucho

tiempo y demanda gran cantidad de esfuerzos para comprobar si dichos microorganismos
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pueden ser utilizados con tal fin, y encontrar la manera mas adecuada y practica de
aplicarlos. La inoculacion a las semillas de mani con Trichoderma harzianum ITEM 3636
y Pseudomonas putida RC-93, es una herramienta que tiene potencial para el manejo
integrado de la viruela tardia (Nothopassalora personata), como se ha demostrado frente a
otras enfermedades; los estudios deben continuar, para encontrar la forma de aplicacion
que permita los mejores resultados, y poder dulicidar cuales son los mecanismos

involucrados en el biocontrol.
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X.1. Metodologia General
X.1.1. Medios de cultivo utilizados

- AEM (agar extracto de malta): extracto de malta 20 g, peptona de soja 1 g, glucosa 20 g,
agar 20 g, agua destilada hasta completar 1000 ml.

- ATS (agar tripticasa soya): producto comercial tripteina soya agar (Laboratorio Britania),

40 g, agua destilada hasta completar 1000ml.

- Caldo tripteina de soya: producto comercial tripteina soya caldo (Lab. Britania) 30 g,

agua destilada hasta completar los 1000 ml.

- DRBC (agar dicloran-rosa de bengala-cloranfenicol): peptona 5 g, glucosa 10 g, MgSO4
7TH20 0,5 g, KH2PO4 1 g, dicloran 0,002 g, rosa de bengala 0,0025 g, cloranfenicol 0,1 g,
agar 15 g, agua destilada hasta completar 1000 ml.

- King B: producto comercial Pseudomonas Agar o King B 38 g, agua destilada hasta
completar 1000 ml.

X.1.2. Analisis de la varianza - poder germinativo
Analisis de la varianza

Poder germinativo (% plantas normales)

Variable N R? RZA] CV
PG 10 052 0,14 3347
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F_ p-valor
Modelo 2154,40 4 538,60 1,35 0,3674
Tratamiento 2154,40 4 538,60 1,35 0,3674
Error 1990,00 5 398,00
Total 4144.40 9

X.2. Ensayos de invernadero

X.2.1. Analisis de la varianza - ensayo 2017/18
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Emergencia

Variable N R? RZA] CV
% Emergencia 112 0,01 0,00 66,20
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 669,64 3 223,21 0,29 0,8331
Tratamiento 669,64 3 223,21 0,29 0,8331
Error 83348,21 108 771,74
Total 84017,86 111
Altura Planta
Variable N R? R2A] CV
Altura P 48 0,11 0,05 18,18
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl M F p-valor
Modelo. 287,68 3 95,89 1,90 0,1438
Tratamiento 287,68 3 95,89 1,90 0,1438
Error 222284 44 50,52
Total 2510,52 47
Longitud Raices
Variable N R? RZA] CV
Long R 48 0,03 0.00 2642
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 243,83 3 81,28 0,51 0,6749
Tratamiento 243,83 3 81,28 0,51 0,6749
Error 6961,19 44 158,21
Total 7205,02 47
Peso Fresco Raices
Variable N R? R2A] CV
PFR 48 0,08 0,02 31091
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl cM F p-valor
Modelo. 118,93 3 39,64 1,29 0,2882
Tratamiento 118,93 3 39,64 1,29 0,2882
Error 1347,54 44 30,63
Total 1466.47 47

Peso Fresco Aéreo

Variable N R? RZA;] CV
PF aereo 48 0,02 0,00 19.21
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 370,49 3 123,50 0,24  0,8684
Tratamiento 370,49 3 123,50 0,24  0,8684
Error 22705,11 44 516,03
Total 23075.60 47

Peso Seco Aéreo

Variable N R? RZA] CV

PS aéreo 48 0,07 0,01 23.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 112,49 3 37,50 1,12 0,3495
Tratamiento 112,49 3 37,50 1,12 0,3495
Error 1467,08 44 33,34

Total 1579,57 47

Peso Seco Raices

Variable N R? R2A;] CV
PSR 48 0,14 0,08 29.05
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 548 3 1,83 2,37 0,0838
Tratamiento 548 3 1,83 2,37 0,0838
Error 3396 44 0,77
Total 3944 47

Volumen Raices

Variable N R2 RZA;] CV
Vol R 48 0.08 0,01 29.78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 127,70 3 42,57 1,21  0,3175
Tratamiento 127,70 3 42,57 1,21 03175
Error 1548,57 44 35,19
Total 1676,27 47

Contenido de Nitrogeno

Variable N R? RZA;] CV
Cont N 20 0,23 0,08 18,79
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 0,63 3 0,21 1,58 0,2333
Tratamiento 0,63 3 0,21 1,58 0,2333
Error 2,13 16 0,13
Total 2,76 19
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Peso Seco Raices -C vs P

Variable N R? R2A;] CV
PSR 24 0.26 023 21.86
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l cM F p-valor
Modelo. 3,78 1 3,77 7,71  0,0110
Tratamiento 3,78 1 3,78 7,71  0,0110
Error 10,78 22 0,49
Total 14,55 23

Volumen Raices - C vs P

Variable N R? R2A] CV
Vol R 24 0,19 0,15 22.86
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 109,44 1 109,44 5,10 0,0341
Tratamiento 109,44 1 109,44 5,10 0,0341
Error 471,74 22 21,44
Total 581,18 23

Altura Planta — C vs TP

Variable N R? RZA] CV
Altura P 24 0,17 0,13 10,79
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 83,44 1 83,44 4,39 0,0478
Tratamiento 83,44 1 83,44 4,39 0,0478
Error 417,71 22 18,99
Total 501,15 23

Rendimiento en Vainas

Variable N R2 RZA;] CV
Rto Vainas 64 0.03 0.00 32.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 595,93 3 198,64 0,62 0,6037
Tratamiento 595,93 3 198,64 0,62 0,6037
Error 19171,13 60 319,52
Total 19767,06 63

Rendimiento en Granos

Variable N R? RZA;] CV
Rto Granos 63 0,03 0,00 33,69
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 351,61 3 117,20 0,62 0,6071
Tratamiento 351,61 3 117,20 0,62 0,6071
Error 11216,67 59 190,11
Total 11568,27 62

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? RZA] CV
Rto G Confiteria 64 0,03 0,00 46,00
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 327,00 3 109,00 0,57 0,6387
Tratamiento 327,00 3 109,00 0,57 0,6387
Error 11529,99 60 192,17
Total 11856.99 63

X.2.2. Analisis de la varianza - ensayo 2018/19

Emergencia

Variable N R? RZA] CV
Emergencia 94 0,01 0,00 34.19

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 387,89 2 193,95 0,42  0,6559
Tratamiento 387,89 2 193,95 0,42  0,6559
Error 41659,68 91 457,80
Total 42047,57 93
Altura Planta
Variable N R2 R?A] CV
Altura P 24 5,0E-03 0,00 9,06
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC g4l CM F p-valor
Modelo. 1,02 1 1,02 0,11 0,7431
Tratamiento 1,02 1 1,02 0,11 0,7431
Error 203,95 22 9,27
Total 204,97 23

Longitud raices

Variable N R? RZA; CV
Long. R 24 4.0E-03 0,00 21.33
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 590 1 5,90 0,09 0,7703
Tratamiento 590 1 5,90 0,09 0,7703
Error 1485,62 22 67,53
Total 1491,52 23

Peso Fresco Aéreo

Variable N R? RZA;] CV
PF Aéreo 24 0,02 0,00 13.58

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo. 47,86 1 47,86 0,37 0,5471
Tratamiento 47,86 1 4786 0,37 0,5471
Error 2815,28 22 127,97
Total 2863,14 23

Peso Fresco Raiz

Variable N R? RZA] CV
PF Raiz 24 0,20 0,17 4291

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 67,07 1 67,07 5,55 0,0278
Tratamiento 67,07 1 67,07 5,55 0,0278
Error 265,69 22 12,08
Total 332,75 23

Peso Seco Aéreo

Variable N R2 RZA;] CV
PS Aéreo 24 0.01 0,00 15,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo. 1,21 1 1,21 0,19  0,6675
Tratamiento 1,21 1 1,21 0,19 0,6675
Error 140,43 22 6,38
Total 141,64 23

Peso Seco Raiz

Variable N R? RZA;] CV
PS Raiz 24 0,10 0,06 24,84
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 0,73 1 0,73 2,51 0,1274
Tratamiento 0,73 1 0,73 2,51 0,1274
Error 6,38 22 0,29
Total 711 23
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Volumen Raices

Variable N R? RZA;] CV
Vol Raices 24 0.18 0.14 35.99

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 57,04 1 57,04 4,71  0,0410
Tratamiento 57,04 1 57,04 4,71 0,0410
Error 266,29 22 12,10
Total 323,33 23

N°Foliolos enfermos

Variable N R? RZA] CV
Fol enfermos 75 0,70 0,68 30,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 2668,80 4 667,20 40,27 <0,0001
Tratamiento 2668.80 4 667,20 40,27 <0,0001
Error 1159,.87 70 16,57
Total 3828.67 74
Incidencia
Variable N R? R2A] CV

Incidencia 75 0.75 0.74 26,49

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 18077,87 4 4519,47 52,91 <0,0001
Tratamiento 18077,87 4 4519,47 5291 <0,0001
Error 5979,26 70 85,42
Total 24057.13 74
Severidad Media
Variable N R2 RZA; CV
Severidad Media 75 0,53 0,51 63,57
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 20,58 4 5,14 19,89 <0,0001
Tratamiento 20,58 4 5,14 19,89 <0,0001
Error 18,11 70 0,26
Total 38,69 74

Rendimiento en Vainas

Variable N R? R2A] CV
Rto Vainas 25 0.15 0.00 15.13
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 20448 4 51,12 091 04779
Tratamiento 20448 4 51,12 091 04779
Error 112532 20 56,27
Total 1329.80 24

Rendimiento en Granos

Variable N R? RZA;] CV
Rto Granos 25 0,16 0,00 16,56

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo 144,79 4 36,20 0,92 0,4719
Tratamiento 144,79 4 36,20 0,92 00,4719
Error 787,20 20 39,36
Total 931,99 24

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R2 RZA;] CV
Rto G Conf. 25 0.08 0,00 19.96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

EF.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 67,66 4 16,91 0,44 0,7750
Tratamiento 67,66 4 16,91 0,44 0,7750
Error 760,84 20 38,04
Total 828.50 24

X.2.3. Analisis de la varianza - ensayo 2019/20

Emergencia

Variable N R? RZ Aj CV
Emergencia 70 0,04 5,9E-04 36,07
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F  p-valor
Modelo. 1055,71 3 351,90 1,01 0,3924
Tratamiento 1055,71 3 351,90 1,01 0,3924
Error 22916,20 66 347,22
Total 2397191 69
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X.2.4. Analisis de la varianza - ensayo 2020/21

Emergencia
Variable N R? RzZA] CV
Emergencia 70 0.03 0,00 37.47

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1138,06 3 379,35 0,69 0,5618
Tratamiento 1138,06 3 379,35 0,69 0,5618
Error 36325,05 66 550,38
Total 37463.11 69
N° Foliolos Enfermos

Variable N R? RZA] CV
Fol enfermos 70 0.49 0.44 100.99
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 12,18 6 2,03 9,99 <0,0001
Tratamiento 12,18 6 2,03 9,99 <0,0001
Error 12,81 63 0,20
Total 24.99 69
Incidencia

Variable N R2 R? Aj CV
Incidencia 70 0.43 0.38 112.36
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 94,63 6 15,77 8,08 <0,0001
Tratamiento 94,63 6 15,77 8,08 <0,0001
Error 123,00 63 1,95
Total 217.63 69
Severidad
Variable N R? Rz Aj CV
Severidad 70 0,30 0,23 234,16
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,03 6 0,01 4,46 0,0008
Tratamiento 0,03 6 0,01 4,46 0,0008
Error 0,07 63 1,2E-03
Total 0.11 69
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Rendimiento en Vainas

Variable N R? RZA; CV
Rto vainas 70 0.16 0.08 34.12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 125,18 6 20,86 1,96 0,0851
Tratamiento 125,18 6 20,86 1,96 0,0851
Error 671,25 63 10,65
Total 796.43 69

Rendimiento en Granos

Variable N R2 RZA;] CV
Rto granos 70 0.16 0,08 43.70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 5421 6 9,03 1,96 10,0848
Tratamiento 5421 6 9,03 1,96  0,0848
Error 290,35 63 4,61
Total 344,56 69

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? R2 Aj CV
Rto.G. conf 70 0.09 1,7E-03 91,75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 8,96 6 1,49 1,02 0,4207
Tratamiento 8,96 6 1,49 1,02 0,4207
Error 92,21 63 1,46
Total 101,17 69

X.3. Determinacion de actividad enzimatica

X.3.1. Soluciones empleadas

X. ANEXOS

- Buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7.8 + 1 mM EDTA + 1% PVP: (a) Preparar 17,42 g

de fosfato dipotésico (KoHPO4) en un volumen final de 100 ml con agua destilada estéril).

(b) Preparar 13,61 g de fosfato de potasio monobasico (KH>POs) en un volumen final de

100 ml con agua destilada estéril). Mezclar 9,1 ml de la solucién (a) con 0,9 ml de la (b) y

llevar a un volumen final de 100 ml con agua destilada estéril. Medir pH, este debe ser de

7.8 £ 0.02, sino, corregir con el agregado de la solucion (a) o (b), para subir o bajar el

valor, respectivamente. Posteriormente agregar 0,037 g de EDTA a los 100 ml de buffer y

en cada muestra de foliolos a macerar, agregar una cucharadita de PVP, aproximadamente
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0,0084 g.

- Buffer acetato de sodio — acido acético 50 mM pH 4.8: (a) Colocar 1,155 ml de acido
acético glacial en un volumen final de 100 ml con agua destilada estéril. (b) Colocar 2,72 g
de acetato de sodio trihidratado (C2H302Na.3H>0O) en un volumen final de 100 ml con agua
destilada estéril. Mezclar 20 ml de la solucién (a) con 30 ml de la (b) y llevar a un volumen
final de 100 ml con agua destilada estéril. Medir pH, este debe ser de 4.80 + 0.02, sino,
corregir con el agregado de la solucion (a) o (b), para bajar o subir el valor,

respectivamente.

- Laminarina 4%: Disolver 4 g/ml o 40 mg/ml de laminarina (formulacién comercial en

polvo) en buffer acetato de sodio — acido acético 50 mM pH 4.8.

- Acido dinitrosalicilico (DNS): mezclar 100 ml de NaHO al 4% (en agua destilada estéril)
y 1 g de DNS (solucion comercial en polvo) en agitador orbital con temperatura (sin llegar
a evaporar) por unos minutos. Posteriormente incorporar 30 g de tartrato de sodio potasio y
agitar manualmente hasta lograr una solucion homogénea. Conservar a temperatura

ambiente, cubierto de la luz.

- Soluciéon de glucosa 0,2%: disolver 0,2 g de glucosa en 100 ml o 2 mg/ml de agua

destilada estéril.

- Buffer acetato de sodio — &cido acético 50 mM pH 5.2: se prepara de la misma manera
que el de pH 4.8, solo que de la solucion (a) se colocan 10,5 ml y de la solucion (b) 39,2 en

un volumen final de 100 ml.

- Quitina 0.5%: se colocan 0,5 g de quitina coloidal en 100 ml de buffer acetato de sodio —

acido acético 50 mM pH 5.2

- Buffer fosfato de sodio 100 mM pH 6.5: (a) Preparar 2,78 g de fosfato de sodio
monobasico (NaH2PO4) en un volumen final de 100 ml con agua destilada estéril. (b)
Preparar 5,36 g de fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4.7H20) en un volumen final de 100
ml con agua destilada estéril. Mezclar 34,3 ml de la solucion (a) con 15,7 ml de la (b) y
llevar a un volumen final de 100 ml con agua destilada estéril. Medir pH, este debe ser de
6.5 = 0.02, sino, corregir con el agregado de la solucion (a) o (b), para bajar o subir el

valor, respectivamente.
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- Catecol 100 mM: disolver 1,01 g de catecol en 100 ml del buffer fosfato de sodio 100
mM pH 6.5.

X.3.2. Determinacion de actividad p-1,3-glucanasa

Tabla Al: Muestras empleadas para medir absorbancia y obtener curva estdndar de glucosa

Muestras
Contenido
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Glucosa 0,2% (ul) 0 50 100 200 300 500 700 900 1000
Agua destilada estéril (ul) 3000 2950 2900 2800 2700 2500 2300 2100 2000
DNS (ul) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500
Volumen total (pl) 4500 4500 4500 4500 4500 4500 4500 4500 4500

Conc. Glucosa (mg/ml) 0 0,02 004 009 013 022 031 040 0,44

Conc. Glucosa (ul/ml) 0 22,22 44,44 88,89 133,33 222,22 311,11 400,00 444,44

Tabla A2: Valores de absorbancia obtenidos para cada concentracion de glucosa

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Conc. (ul/ml) 0 22,22 44,44 88,89 133,33 222,22 311,11 400,00 444,44
Absorbancia 1 0,054 0,054 0,078 0,133 0,204 0,347 0,476 0,608 0,605
Absorbancia2 0,065 0,064 0,070 0,068 0,088 0,147 0,151 0,213 0,288
Absorbancia 3 0,055 0,057 0,079 0,145 0,219 0,351 0,456 0,742 0,755
Abs. Promedio 0,058 0,058 0,076 0,115 0,170 0,282 0,361 0,521 0,549

Figura Al: Curva estandar de glucosa.
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X.3.2.1. Pasos para obtener unidades de actividad enzimatica f-1,3-glucanasa

- Cada valor de absorbancia se multiplico por tres (por la dilucion 1/3 utilizada)

- Utilizando la funcién lineal de la curva estandar de glucosa, y reemplazando “y” por cada
valor obtenido de absorbancia, se obtuvo un valor de “x” (concentracién de glucosa en
pug/ml).

- La concentracion de glucosa en pg/ml, se pasoé a unidades de uM/ml, considerando que
un mol de glucosa pesa 180,063 g, y que un umol pesa 180,063 pg.

- Los uM de glucosa se dividieron por el tiempo de incubacion (30 minutos), obteniendo
asi los valores de unidad enzimadtica (U) para cada muestra, expresada en pM/min.

- Por ultimo, se ajustd la concentracion segun el volumen de extracto a 1 ml, considerando
que esos UM se obtuvieron con 62,5 ul de extracto vegetal, obteniendo asi los valores de

unidad de actividad enzimatica (U/ml).

X.3.3. Determinacion de actividad quitinasa

Figura A2: Curva estandar de N-acetilglucosamina, extraida de Saraihom (2016)

X.3.3.1. Pasos para obtener unidades de actividad enzimatica quitinasa

- Utilizando la funcion lineal de la curva estandar de N-acetilglucosamina, y reemplazando
“y” por cada valor obtenido de absorbancia, se obtuvo un valor de “x” (concentracion de
N-acetilglucosamina en mg/ml).

- La concentracion de N-acetilglucosamina se pas6 a pg/ml (multiplicando por mil) y luego
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a uM/ml, considerando que un pmol pesa 221,21 pg.

- Los uM de N-acetilglucosamina se dividieron por el tiempo de incubacion (4 hs = 240
min), obteniendo asi los valores de unidad enzimatica (U) para cada muestra, expresada en
uM/min.

- Por ultimo, se ajustd la concentracion segun el volumen de extracto a 1 ml, considerando
que esos uM se obtuvieron con 500 pl de extracto vegetal, obteniendo asi los valores de

unidad de actividad enzimatica (U/ml).

X.3.4. Analisis de la varianza — actividas enzimatica

X.3.4.1. Actividad p-1,3-glucanasa

Tiempo (dias) Variable N R? R2A] CV
0 U (uM/min) 15 0.31 0.04 8,51
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,13 4 0,03 1,15 0,3889
Tratamiento 0,13 4 0,03 1,15 0,3889
Error 0,28 10 0,03
Total 041 14
Tiempo (dias) Variable N R? R2A] CV
3 U (uM/min) 15 0.38 0.13 831
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

EF.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,13 4 0,03 1,54 0,2642
Tratamiento 0,13 4 0,03 1,54 0,2642
Error 0,21 10 0,02
Total 034 14
Tiempo (dias) Variable N R? R2A] CV
8 U (uM/min) 15 0,13 0,00 823
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,06 4 0,01 0,39 0,8122
Tratamiento 0,06 4 0,01 0,39 0,8122
Error 0,36 10 0,04
Total 042 14
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Tiempo (dias) Variable N R? RZA;] CV
12 U (uM/min) 15 0,37 0,11 7,70
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,21 4 0,05 1,44 0,2908
Tratamiento 0,21 4 0,05 1,44 0,2908
Error 0,36 10 0,04
Total 0,57 14

X.3.4.2. Actividad quitinasa

Tiempo (dias) Variable N R? RZA;] CV
0 U (uM/min) 15 0.77 0.60 12.52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo. 5,5E-04 6 9,2E-05 4,45 0,0283
Tratamiento  3,1E-04 4  7,7E-05 3,71 0,0540
Repeticion 2,4E-04 2 1,2E-04 591 0,0265

Error 1,6E-04 8 2,1E-05
Total 7,1E-04 14
Tiempo (dias) Variable N R? RZA] CV
3 U (uM/min) 15 0,84 0,72 17,51
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F _ p-valor
Modelo. 8,6E-04 6 1,4E-04 7,13 0,0071

Tratamiento  6,2E-05 4  1,6E-05 0,77 0,5754
Repeticion 8,0E-04 2  4,0E-04 19,84 0,0008

Error 1,6E-04 &8 2,0E-05
Total 1.0E-03 14
Tiempo (dias) Variable N R2 RZA;] CV
8 U (uM/min) 15 0,62 0,34 1072
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ¢l cM F _ p-valor
Modelo. 4 6E-05 6 7,6E-06 2,21 0,1482

Tratamiento  2,6E-05 4 6,5E-06 1,88 0,2067
Repeticion 2,0E-05 2 9,9E-06 2,86 0,1156
Error 2,8E-05 8 3,5E-06

Total 7,3E-05 14
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Tiempo (dias) Variable N R? RZA;] CV
12 U (uM/min) 15 0.64 0,37  29.69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F_ p-valor
Modelo. 7,2E-04 6 1,2E-04 2,38 0,1278
Tratamiento 1,7E-04 4 42E-05 0,83 0,5428
Repeticion 5,5E-04 2 27E-04 5,48 0,0318
Error 4,0E-04 8 5,0E-05
Total 1,1E-03 14

X.3.4.3. Actividad PPO

Tiempo Variable N R? RZA; CV
0 Actividad 15 0.17 0.00 27.34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC el CM F p-valor
Modelo. 51,95 4 12,99 0,52 0,7256
Tratamiento 51,95 4 12,99 0,52 0,7256
Error 251,31 10 25,13
Total 303,25 14
Tiempo Variable N R? R2A;] CV
3 Actividad 15 0,12 0,00 52,04
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

EF.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo. 161,49 4 40,37 0,33  0,8546
Tratamiento 161,49 4 40,37 0,33  0,8546
Error 1240,43 10 124,04
Total 1401,92 14
Tiempo Variable N R? RZA;] CV
8 Actividad 15 0,03 0.00 40.73
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 27,75 4 6,94 0,08 09875
Tratamiento 27,75 4 6,94 0,08 0,9875
Error 89496 10 89,50
Total 922,71 14
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Tiempo Variable N R? R2A] CV
12 Actividad 15 0,04 0,00 26,39
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 21,34 4 5,34 0,11  0,9769
Tratamiento 21,34 4 5,34 0,11 0,9769
Error 492,45 10 4925
Total 513,80 14

X.4. Soluciones usadas para la fijacion y tincion de raices para observacion en

microscopio confocal

- Buffer PBS: 0,24 g H,PO4 1.8 mM + 1,8 g Na2HPO4.2H>0 10 mM + 0,2 g KCI 2.7 mM
+ 8 g NaCl 137 mM. Colocar los reactivos dentro de 800 ml de agua, medir pH, si es
necesario ajustar con HCI hasta 7.4 y luego completar el litro.
- KOH 10%: 10 g de KOH en lentejas y completar 100 ml con agua.
- Soluciones stock:
100 ml PBS + 100 ul Tween 20 (0.1%)
1 ml agua destilada + 1 mg WGA
1 ml PBS + 10 mg PI
- Solucioén de tincion
2 ul de solucion stock PI por ml de solucion (se necesitan 20 ug PI cada 1ml de
solucion de tincion)
10000 pg (10 mg) PI ------------=--—- Iml PBS (stock)
20 pg PI - X=0.002 ml — 2pl del stock
10 pl de solucion WGA por ml de solucidon (se necesitan 10 pg WGA cada 1ml de

solucion de tincion)
1000 pg (1mg) WGA ----------------- Iml H>O destilada (stock)
10 pg ---- - X=0.0Iml — 10 pl del stock
La solucion de tincion se prepara con 2 ul de la solucion stock de PI més 10 pl de la

solucion stock WGA por ml de PBS con Tween 20% al 0.1%
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X.5. Analisis de la varianza - ensayos de campo

X.5.1. General Cabrera campaiia 2017/18

Rendimiento en Vainas

Variable N R?
Rto Vaina 120 0,65

RZA] CV
0,22 21,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

X. ANEXOS

F.V. SC Jl CM F  p-valor (Error)
Modelo. 12037834,17 65 185197,45 1,52 0,0567
Curasemilla 56362,50 3 18787,50 0,31 0,8160 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 1563050,83 9 173672,31 0,92 0,5280 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 34464500 2 172322,50 1,42 0,2515
Curasemilla*Fungicida  6327179,17 27 234339,97 1,93 0,0203
Repeticion*Curasemilla  360375,00 6 60062,50 0,49 0,8103
Repeticion*Fungicida  3386221,67 18 188123,43 1,55 0,1101
Error 656995833 54 121665,90
Total 8607792,50 119

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=464,0857
Error: 121665,8951 gl: 54

Curasem. Fungicida Medias n E.E.
C 7 1063,33 3 201,38 A
T 1 1143,33 3 201,38 A
T 8 1263,33 3 201,38 A
P 6 1303,33 3 201,38 A
C 8 1330,00 3 201,38 A
P 5 1343,33 3 201,38 A
T 2 1353,33 3 201,38 A
P 4 1356,67 3 201,38 A
T 7 1380,00 3 201,38 A
P 1 1396,67 3 201,38 A
C 9 1400,00 3 201,38 A
P 2 1403,33 3 201,38 A
C 6 1406,67 3 201,38 A
TP 1 1410,00 3 201,38 A
TP 7 1423,33 3 201,38 A
C 10 1423,33 3 201,38 A
T 4 1473,33 3 201,38 A
TP 4 1540,00 3 201,38 A
TP 6 1586,67 3 201,38 A
TP 3 1593,33 3 201,38 A
TP 9 1596,67 3 201,38 A
TP 2 1596,67 3 201,38 A
P 9 1633,33 3 201,38 A
TP 8 1636,67 3 201,38 A
T 6 1663,33 3 201,38 A
T 3 1673,33 3 201,38 A
TP 5 1713,33 3 201,38 A
C 4 1716,67 3 201,38 A
TP 10 1723,33 3 201,38 A
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Rendimiento en Granos

Variable N R? R2A] CV
Rto Grano 120 0,67 0,27 26,53
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC Jl CM F  p-valor (Error)

Modelo. 4481440,17 65 6894523 1,67 0,0263
Curasemilla 151875,62 3 5062521 2,04 0,2098 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 1049666,06 9 116629,56 1,71 0,1593 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 53524,09 2 26762,05 0,65 0,5260
Curasemilla*Fungicida 1848816,97 27 68474,70 1,66 0,0559
Repeticion*Curasemilla  148849,16 6  24808,19 0,60 0,7270
Repeticion*Fungicida 1228708,26 18 68261,57 1,66 0,0779
Error 2222963,78 54 41166,00
Total 6704403,95 119
Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? RzA;] CV
Rto Confiteria 120 0,67 0,28 27,04
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor (Error)

Modelo. 3653208,42 65 56203,21 1,72 0,0212
Curasemilla 108961,21 3 36320,40 1,95 0,2235 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 857306,15 9 95256,24 1,57 10,1981 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 28397,33 2 14198,66 0,43 0,6503
Curasemilla*Fungicida  1454980,77 27 53888,18 1,65 0,0597
Repeticion*Curasemilla  111962,59 6 18660,43 0,57 0,7524
Repeticion*Fungicida 1091600,37 18 60644,46 1,85 10,0420
Error 1767802,88 54 32737,09
Total 5421011,30 119
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X.5.2. Vicuiia Mackenna campaiia 2017/18
Rendimiento en Vainas

Variable N R? RZA; CV
Rto Vaina 120 0.65 0.24 20.89

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl M F  p-valor (Error)
Modelo. 155221674,17 65 2388025,76 1,57 0,0448
Curasemilla 9732402,50 3 3244134,17 1,13 0,4096 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 2 0511657,50 9 2279073,06 1,00 0,4724 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 15974371,67 2 7987185,83 5,25 0,0082

Curasemilla*Fungicida 50836972,50 27 1882850,83 1,24 0,2482
Repeticion*Curasemilla 17246275,00 6 2874379,17 1,89 0,0994
Repeticion*Fungicida  40919995,00 18 2273333,06 1,49 0,1286
Error 82141225,00 54 1521133,80

Total 237362899,17 119

Rendimiento en Granos

Variable N R? RZA;] CV
Rto Grano 120 0.65 0,23  21.99

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F  p-valor (Error)
Modelo. 93174943,77 65 1433460,67 1,55 0,0494
Curasemilla 5178098,78 3 1726032,93 0,92 0,4872 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 11048614,01 9 1227623,78 0,86 0,5766 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 12484656,29 2 6242328,15 6,75 0,0024

Curasemilla*Fungicida 27411024,44 27 1015223,13 1,10 0,3758
Repeticion*Curasemilla 11295064,83 6 1882510,81 2,04 0,0766
Repeticion*Fungicida  25757485,41 18 1430971,41 1,55 0,1097
Error 49940839,03 54 924830,35

Total 143115782,80 119

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? R2A] CV
Rto Confiteria 120 0.63 0.19 23.76

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl cM F_ p-valor (Error)
Modelo. 81743472,98 65 1257591,89 1,43 0,0880
Curasemilla 4211616,59 3 1403872,20 0,75 0,5627 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 8747478,42 9 971942,05 0,74 0,6696 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 9082925,35 2 4541462,68 5,17 0,0088

Curasemilla*Fungicida 24756735,79 27 916916,14 1,04 0,4344
Repeticion*Curasemilla 11285049,81 6 1880841,63 2,14 0,0633
Repeticion*Fungicida ~ 23659667,01 18 131442594 1,50 0,1279
Error 47435597,93 54 878437,00

Total 129179070,91 119
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X.5.3. General Cabrera campaiia 2018/19
Incidencia final

Variable N R? RZA; CV
Incidencia final 120 0,93 0.84 14.69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 59833,01 65 920,51 10,48 <0,0001
Fungicida 4442525 9  4936,14 22,84 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 842625 2 4213,12 47,98 <0,0001
Curasemilla 120,84 3 40,28 0,19 0,8970 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 3890,07 18 216,12 2,46  0,0056
Fungicida*Curasemilla 1722,78 27 63,81 0,73 0,8149
Repeticion*Curasemilla 1247,82 6 207,97 2,37 0,0420
Error 4741,43 54 87,80

Total 64574,44 119

Severidad final

Variable N R? RZA] CV
Severidad final 120  0.94 0.87 4297

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 18872,52 65 290,35 13,51 <0,0001
Fungicida 10108,09 9 1123,12 4,67 0,0026 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 376743 2 1883,72 87,66 <0,0001
Curasemilla 86,86 3 28,95 0,66 0,6053 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 4325,46 18 240,30 11,18 <0,0001
Fungicida*Curasemilla 322,01 27 11,93 0,56 0,9508
Repeticion*Curasemilla 262,65 6 43,78 2,04 0,0764
Error 1160,40 54 21,49

Total 2003292 119

Tasa de Incremento

Variable N R? R2A] CV
Tasa 120 0.94 0.87 4297

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC 4l CM F p-valor (Error)
Modelo. 7,55 65 0,12 13,51 <0,0001
Fungicida 404 9 0,45 4,67 0,0026 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 1,51 2 0,75 87,66 <0,0001
Curasemilla 0,03 3 0,01 0,66 0,6053 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 1,73 18 0,10 11,18 <0,0001
Fungicida*Curasemilla 0,13 27 4,8E-03 0,56 0,9508
Repeticion*Curasemilla 0,11 6 0,02 2,04 0,0764
Error 0,46 54 0,01

Total 8,01 119
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X. ANEXOS

ABCPE
Variable N R? RzZA] CV
ABCPE 120 0,94 0,88 41,92
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
E.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 308224298 65 47419,12 13,95 <0,0001
Fungicida 1636707,09 9 181856,34 4,73 0,0025 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 637336,09 2 318668,05 93,73 <0,0001
Curasemilla 15211,78 3 5070,59 0,65 0,6090 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 691815,62 18 3843420 11,30 <0,0001
Fungicida*Curasemilla 54669,25 27 2024,79 0,60  0,9275
Repeticion*Curasemilla 46503,16 6 7750,53 2,28  0,0493
Error 183594,73 54 3399,90

Total 3265837,71 119

Rendimiento en Vainas
Variable N R? RZA; CV
Rto Vainas 120 0.72 0.39 14,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F  p-valor (Error)
Modelo. 77917036,52 65 1198723,64 2,19 0,0018
Fungicida 10557159,32 9 1173017,70 0,86 0,5787 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 10191407,98 2 5095703,99 9,30 0,0003
Curasemilla 2137998,20 3 712666,07 1,75 0,2556 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 24689519,81 18 1371639,99 2,50 0,0049
Fungicida*Curasemilla 27901789,69 27 1033399,62 1,89 0,0237
Repeticion*Curasemilla 2439161,53 6 406526,92 0,74 0,6180
Error 29575644,02 54 547697,11

Total 107492680,54 119

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1129,0067
Error: 547697,1115 gl: 54

Fungicida Curasemilla Medias n E.E.
4 P 4015,33 3 427,28 A
9 P 4383,40 3 427,28 A
4 TP 4387,37 3 42728 A
1 C 4389,97 3 427,28 A
6 C 4395,30 3 427,28 A
7 C 4417,23 3 42728 A
8 C 4443,33 3 427,28 A
3 T 4486,60 3 427,28 A
2 TP 4574,03 3 42728 A
1 T 4598,17 3 42728 A
6 T 4624,93 3 427,28 A
1 TP 4710,13 3 427,28 A
9 C 4711,07 3 42728 A
7 TP 4745,77 3 427,28 A
2 C 4849,83 3 427,28 A
5 TP 4869,03 3 42728 A
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6 P 4919,43 3 427,28 A
7 T 4980,77 3 427,28 A
4 C 4997,13 3 427,28 A
8 P 4997,60 3 427,28 A
5 C 5044,57 3 427,28 A
7 P 5086,77 3 427,28 A
10 T 5099,93 3 427,28 A
6 TP 5102,30 3 427,28 A
10 P 5231,17 3 427,28 A
9 TP 5254,57 3 427,28 A
4 T 5282,30 3 427,28 A
5 T 5303,80 3 427,28 A
2 P 5340,30 3 427,28 A
8 TP 5494,20 3 427,28 A
3 TP 5509,67 3 427,28 A
3 C 5801,03 3 427,28
1 P 5864,47 3 427,28
8 T 5872,63 3 427,28
10 C 5879,77 3 427,28
9 T 5895,53 3 427,28
5 P 5927,90 3 427,28
3 P 5944,17 3 427,28
10 TP 6218,27 3 427,28
2 T 6377.10 3 427,28

ssllvelivelivelivelivelivsRivvRivv

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Rendimiento en Granos

Variable N R2 RZA;] CV
Rto Granos 120 0,76 047 1691

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

X. ANEXOS

F.V. SC ol CM F p-valor (Error)
Modelo. 40135331,82 65 617466,64 2,60 0,0002
Fungicida 5023512,94 9 558168,10 1,14  0,3863 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 1262249547 2 6311247,73 26,60 <0,0001
Curasemilla 1487749,53 3 495916,51 2,04 0,2104 (Repeticion*Curasemilla)
Repeticion*Fungicida  8812484,86 18 489582,49 2,06 0,0211
Fungicida*Curasemilla 10727721,29 27 397323,01 1,67 0,0536
Repeticion*Curasemilla 1461367,73 6 243561,29 1,03 0,4183
Error 12812253,62 54 237263,96
Total 52947585.43 119

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N Rz R?2A;] CV
Rto G Confiteria 120 0,74 042 18.77
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 34469501,35 65 530300,02 2,32 0,0009
Fungicida 4610358,60 9 512262,07 1,18 0,3636 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 969434212 2 4847171,06 21,20 <0,0001
Curasemilla 1692461,01 3 564153,67 1,93 0,2264 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida  7811830,41 18 433990,58 1,90 0,0362
Fungicida*Curasemilla 8904152,09 27 329783,41 1,44 0,1254
Repeticion*Curasemilla 1756357,12 6 292726,19 1,28  0,2819
Error 12347886,72 54 228664,57

Total 46817388.,07 119

Rendimiento en Granos Confiteria C vs T

Variable N R? RzZA] CV
Rto G Confiteria 60 0,07 0,06 23.11
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 1513557,78 1 1513557,78 4,50 0,0381
Curasemilla 1513557,78 1 1513557,78 4,50  0,0381
Error 19499385,55 58 336196,30
Total 2101294333 59

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=299,6771
Error: 336196,3026 gl: 58

Curasemilla Medias n E.E.
C 2350,26 30 105,86 A
T 266792 30 105.86 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

X.5.4. Vicuiia Mackenna campaiia 2018/19

Incidencia

Variable N R? RZA] CV
Incidencia 120 0.89 0.75 7030

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC ol CM F  p-valor (Error)
Modelo. 2472024 65 380,31 6,44 <0,0001
Fungicida 14400,69 9 1600,08 4,70 0,0026 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 1984,48 2 99224 16,81 <0,0001
Curasemilla 290,06 3 96,69 0,65 0,6117 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida  6126,62 18 340,37 5,76 <0,0001
Fungicida*Curasemilla 1024,71 27 37,95 0,64 0,8933
Repeticion*Curasemilla 893,69 6 148,95 2,52 0,0317
Error 3188,27 54 59,04

Total 27908.51 119

157



X. ANEXOS

Severidad

Variable N R? R? Aj CV
Severidad 120 0.74 0.43 150,59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 13,79 65 0,21 2,38 0,0006
Fungicida 6,99 9 0,78 3,82 0,0075 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 1,23 2 0,62 6,91 0,0021
Curasemilla 0,14 3 0,05 0,35 0,7905 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 3,66 18 0,20 2,29 0,0101
Fungicida*Curasemilla 0,94 27 0,03 0,39 0,9951
Repeticion*Curasemilla 0,82 6 0,14 1,54 0,1832
Error 481 54 0,09

Total 18,60 119

Rendimiento en Vainas

Variable N R? RZA;] CV
Rto Vainas 120 0.54 0,00 15.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 41232905,72 65 63435240 0,99 0,5187
Fungicida 6201605,36 9 689067,26 0,92 0,5267 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 466352,07 2 233176,04 0,36 0,6967
Curasemilla 5426459,70 3 1808819,90 2,44 0,1624 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida  13409369,21 18 744964,96 1,16 0,3237
Fungicida*Curasemilla 11279858,97 27 417772,55 0,65 0,8858
Repeticion*Curasemilla  4449260,41 6 741543,40 1,16 0,3428
Error 34604719,48 54 64082814

Total 75837625,19 119

Rendimiento en Granos

Variable N R2 RZA;] CV
Rto Granos 120 0,53 0,00 17.05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC ol CM F p-valor (Error)
Modelo. 22809491,12 65 35091525 0,93 0,6181
Fungicida 3906420,35 9 434046,71 1,04 0,4502 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 201192,76 2 100596,38 0,27 0,7678
Curasemilla 2661867,37 3 887289,12 1,92 0,2273 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida 7 540974,14 18 418943,01 1,11 0,3721
Fungicida*Curasemilla 5728560,12 27 212168,89 0,56 0,9481
Repeticion*Curasemilla 2770476,38 6 461746,06 1,22 0,3110
Error 20453653,81 54 378771,37

Total 4326314493 119
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Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? RzZA] CV
Rto G Confiteria 120 0,53 0,00 19,75
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F  p-valor (Error)

Modelo. 21525696,39 65 331164,56 0,93 0,6075
Fungicida 3831861,14 9 425762,35 1,12 0,3969 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 529884,66 2 264942,33 0,75 0,4788
Curasemilla 2269127,75 3 756375,92 1,63 0,2783 (Repeticion*Curasemilla)

Repeticion*Fungicida  6831411,06 18 379522,84 1,07 0,4058
Fungicida*Curasemilla 5286271,78 27 195787,84 0,55 0,9524
Repeticion*Curasemilla 2777140,01 6  462856,67 1,30 0,2711
Error 19163390,75 54 354877,61

Total 40689087.14 119

X.5.5. General Cabrera campaiia 2019/20
Incidencia final

Variable N R? RZA;] CV
Incidencia 120 0.79 0,53 20.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC g CM F p-valor (Error)
Modelo. 32013,45 65 492,51 3,04 <0,0001
Curasemilla 517,29 3 17243 0,86 0,5122 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 20172,45 9 2241,38 10,87 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 1018,00 2 509,00 3,15 0,0511

Curasemilla*Fungicida 5388,10 27 199,56 1,23  0,2520
Repeticion*Curasemilla 1207,11 6 201,19 1,24 0,2993
Repeticion*Fungicida 371049 18 206,14 1,27 0,2419
Error 8739,56 54 161,84

Total 40753,01 119

Severidad final

Variable N R? R2A] CV
Severidad 120 0.95 0.89 29.76

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl cM F p-valor (Error)
Modelo. 63376,40 65 975,02 16,29 <0,0001
Curasemilla 110,06 3 36,69 0,26 0,8491 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 55146,10 9 6127,34 29,81 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 312,54 2 156,27 2,61 10,0827

Curasemilla*Fungicida  3274,63 27 121,28 2,03 0,0137
Repeticion*Curasemilla 833,59 6 13893 2,32 10,0457
Repeticion*Fungicida 3699,47 18 205,53 3,43 0,0002
Error 3231,70 54 59,85

Total 66608,10 119
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X. ANEXOS

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=12,1134
Error: 205,5264 gl: 18

Fungicida Medias n E.E.
4 6,47 12 414 A
3 7,24 12 4,14 A
9 9,27 12 4,14 A
10 18,51 12 4,14

6 20,88 12 4,14
2 25,85 12 4,14
8 26,56 12 4,14
7 27,21 12 4,14
5 3327 12 4,14
1 8470 12 414 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

WHWWwW ™

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=14,2702
Error: 59,8462 gl: 54

Curasem. Fung. Medias n E.E.
C 4 2,38 3 447 A
TP 4 3,27 3 447 A
P 3 4,19 3 447 A
T 3 5,52 3 447 A
T 4 5,68 3 447 A
TP 9 571 3 447 A
TP 3 9,13 3 447 A
T 9 9,48 3 447 A
C 9 9,74 3 447 A
C 3 10,10 3 447 A
P 9 12,17 3 447 A
P 4 14,56 3 447 A
T 10 1523 3 447 A
P 6 16,15 3 447 A
TP 10 16,49 3 447 A
T 6 16,69 3 447 A
TP 6 17,32 3 447 A
P 2 18,48 3 447 A
P 10 18,86 3 447 A
C 7 21,61 3 4.47 B
C 10 23,47 3 4.47 B
TP 2 24,55 3 4.47 B
P 8 2478 3 4.47 B
C 5 25,89 3 4.47 B
T 7 26,12 3 4.47 B
P 7 26,49 3 4.47 B
TP 8 2694 3 4.47 B
T 8 26,97 3 4.47 B
C 8 27,57 3 4.47 B
P 5 29,02 3 4.47 B
T 2 30,00 3 4.47 B
C 2 30,37 3 4.47 B
TP 5 30,68 3 4.47 B
C 6 33,35 3 4.47 B
TP 7 34,61 3 4.47 B
T 5 47,49 3 4.47 C
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T 1 70,88 3 4.47 D
TP 1 85,85 3 4.47 E
P 1 89,99 3 4.47 E
C 1 92,07 3 4.47 E
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Tasa de Incremento
Variable N R? R2A] CV
Tasa 120 0.95 0.89 29,76
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 23,43 65 0,36 16,28 <0,0001
Curasemilla 0,04 3 0,01 0,27  0,8443 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 20,39 9 2,27 30,03 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 0,11 2 0,06 2,58  0,0849
Curasemilla*Fungicida 1,22 27 0,05 2,04 0,0131
Repeticion*Curasemilla 0,30 6 0,05 2,29  0,0486
Repeticion*Fungicida 1,36 18 0,08 3,41  0,0002
Error 1,20 54 0,02
Total 24,62 119
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2321
Error: 0,0754 gl: 18
Fungicida Medias n E.E.
4 0,13 12 0,08 A
3 0,14 12 0,08 A
9 0,18 12 0,08 A
10 0,36 12 0,08 B
6 0,40 12 0,08 B
2 0,50 12 0,08 B
8 0,51 12 0,08 B
7 0,52 12 0,08 B
5 0,64 12 0,08 B
1 1,63 12 0,08 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2744

Error: 0,0221 gl: 54

Curasem. Fung. Medias n E.E.
C 4 0,05 3 0,09 A
TP 4 006 3 0,09 A
P 3 0,08 3 0,09 A
T 3 0,11 3 0,09 A
TP 9 0,11 3 0,09 A
T 4 0,11 3 0,09 A
TP 3 0,18 3 0,09 A
T 9 0,18 3 0,09 A
C 9 0,19 3 0,09 A
C 3 0,19 3 0,09 A
P 9 0,23 3 0,09 A
P 4 0,28 3 0,09 A
T 10 0,29 3 0,09 A
P 6 0,31 3 0,09 A
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X. ANEXOS

T 6 0,32 3 0,09 A
TP 10 032 3 0,09 A
TP 6 033 3 0,09 A
P 2 0,35 3 0,09 A
P 10 036 3 0,09 A
C 7 042 3 0,09 B
C 10 045 3 0,09 B
TP 2 0,47 3 0,09 B
P 8 048 3 0,09 B
C 5 049 3 0,09 B
T 7 0,50 3 0,09 B
P 7 0,51 3 0,09 B
TP 8 0,52 3 0,09 B
T 8 0,52 3 0,09 B
C 8 0,53 3 0,09 B
P 5 0,56 3 0,09 B
T 2 0,58 3 0,09 B
C 2 0,59 3 0,09 B
TP 5 0,59 3 0,09 B
C 6 0,64 3 0,09 B
TP 7 0,66 3 0,09 B
T 5 091 3 0,09 C
T 1 1,36 3 0,09
TP 1 1,65 3 0,09 E
P 1 1,73 3 0,09 E
C 1 1,77 3 0,09 E
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ABCPE
Variable N R? R2A] CV
ABCPE 120 0,95 0,90 2837
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F p-valor (Error)
Modelo. 11576984,52 65 178107,45 16,62 <0,0001
Curasemilla 20469,01 3 6823,00 0,26 0,8525 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 10083243,84 9 1120360,43 30,14 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 80576,25 2 40288,12 3,76 0,0296
Curasemilla*Fungicida  565542,22 27 20946,01 1,95 0,0182
Repeticion*Curasemilla  157962,93 6 26327,16 2,46 0,0357
Repeticion*Fungicida 669190,26 18 37177,24 3,47 0,0002
Error 578646,62 54 10715,68
Total 12155631,14 119
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=162,9186
Error: 37177,2369 gl: 18
Fungicida Medias n E.E.

4 89,40 12 5566 A
3 101,58 12 5566 A
9 12829 12 55,66 A
10 273,85 12 55,66 B
6 302,45 12 55,66 B
2 363,58 12 55,66 B
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7
5

1

375,36 12
395,75 12
470,03 12
14896 12

55,66
55,66
55,66
55,66

X. ANEXOS

B
B
B

C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=190,9502
Error: 10715,6782 gl: 54

Curasem. Fungicida Medias n E.E.

C 4 36,84 3 59,77 A
TP 4 50,18 3 59,77 A

P 3 5697 3 59,77 A

T 3 76,38 3 59,77 A
TP 9 7851 3 59,77 A

T 4 7935 3 59,77 A
TP 3 12931 3 59,77 A

T 9 130,44 3 59,77 A

C 9 139,71 3 59,77 A

C 3 143,67 3 59,77 A

P 9 164,51 3 59,77 A

P 4 191,24 3 59,77 A

T 10 231,79 3 59,77 B
TP 10 23559 3 59,77 B

P 6 24424 3 59,77 B

T 6 246,59 3 59,77 B
TP 6 251,16 3 59,77 B

P 2 266,48 3 59,77 B

P 10 292,62 3 59,77 B

C 7 328,80 3 59,77 B

C 10 33539 3 59,77 B
TP 2 343,88 3 59,77 B

P 8 368,78 3 59,77 B
TP 8 37491 3 59,77 B

C 8 375,57 3 59,77 B

P 7 375,68 3 59,77 B

T 8 382,17 3 59,77 B

T 7 382,69 3 59,77 B

C 5 384,47 3 59,77 B

P 5 402,45 3 59,77 B

C 2 416,80 3 59,77 B

T 2 427,16 3 59,77 B

TP 5 43238 3 59,77 B

C 6 467,79 3 59,77 B

TP 7 495,82 3 59,77 B

T 5 660,80 3 59,77 C
T 1 970,11 3 59,77 D
TP 1 1163,87 3 59,77 E
P 1 1216,36 3 59,77 E
C 1 1245.50 3 59.77 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Rendimiento en Vainas

Variable

N R?

R2A] CV

Rto Vainas

120 0,62

0,17 25,38
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X. ANEXOS

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F  p-valor (Error)
Modelo. 88135239,97 65 1355926,77 1,37 0,1193
Curasemilla 1808717,97 3 602905,99 0,37 0,7749 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 12135655,50 9 1348406,17 0,89 0,5528 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 21713221,07 2 10856610,53 10,94 0,0001

Curasemilla*Fungicida  15532817,70 27 575289,54 0,58 0,9372
Repeticion*Curasemilla  9658634,13 6 1609772,36 1,62 0,1588
Repeticion*Fungicida  27286193,60 18 1515899,64 1,53 0,1164
Error 53578719,20 54 992198,50

Total 141713959,17 119

Rendimiento en Granos

Variable N R? RZA; CV
Rto Granos 120 0,67 0,27 2945

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl M F  p-valor (Error)
Modelo. 31099774,00 65 478458,06 1,69 0,0245
Curasemilla 536831,35 3 178943,78 0,17 0,9160 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 3591931,99 9 399103,55 1,01 0,4645 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 6260046,42 2 3130023,21 11,05 0,0001

Curasemilla*Fungicida 7132376,02 27 264162,07 0,93 0,5680
Repeticion*Curasemilla 6496171,14 6 1082695,19 3,82 0,0030
Repeticion*Fungicida  7082417,08 18 393467,62 1,39 0,1755
Error 15302529,76 54 283380,18

Total 46402303.76 119

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R? R2A] CV
Rto G Confiteria 120 0,70 0,33 29.73
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC ol CM F  p-valor (Error)

Modelo. 24021567,10 65 369562,57 1,90 0,0081
Curasemilla 33492091 3 111640,30 0,14 0,9324 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 3790725,65 9  421191,74 1,40 0,2604 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 3823408,92 2 1911704,46 9,83 0,0002

Curasemilla*Fungicida 5858966,80 27 216998,77 1,12 0,3576
Repeticion*Curasemilla 4786002,36 6 797667,06 4,10 0,0018
Repeticion*Fungicida 542754245 18 301530,14 1,55 0,1088
Error 10504733,67 54 194532,11

Total 34526300,77 119
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X. ANEXOS

X.5.6. Vicuiia Mackenna campaiia 2019/20

Incidencia

Variable N R? R? Aj CV
Incidencia 120 0.74 042 101,37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 2143,00 65 32,97 2,31 0,0009
Curasemilla 34,60 3 11,53 0,37 0,7790 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 1406,14 9 156,24 23,52 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 53,22 2 26,61 1,86 0,1650

Curasemilla*Fungicida 341,62 27 12,65 0,89 0,6258
Repeticion*Curasemilla 187,87 6 31,31 2,19 0,0577
Repeticion*Fungicida 119,55 18 6,64 047 0,9622

Error 771,08 54 14,28
Total 2914.07 119
Severidad

Variable N R? RZA] CV

Severidad 120 0,69 032 12273

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 0,14 65 2,1E-03 1,85 0,0105
Curasemilla 1,8E-03 3 6,1E-04 0,24 0,8656 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 0,08 9 0,01 15,04 <0,0001 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 3,4E-03 2 1,7E-03 1,49 0,2353

Curasemilla*Fungicida 0,02 27  §,1E-04 0,70 0,8382
Repeticion*Curasemilla 0,02 6 2,6E-03 223 0,0536
Repeticion*Fungicida 0,01 18 6,2E-04 0,54 0,9229
Error 0,06 54 1,1E-03

Total 0,20 119

Rendimiento en Vainas

Variable N R? R2A] CV
Rto Vainas 120 0.65 0,23  21.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 81669659,03 65 1256456,29 1,54 0,0510
Curasemilla 5412742,77 3 1804247,59 0,69 0,5898 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 12232966,70 9 1359218,52 1,87 0,1228 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 11423249,07 2 5711624,53 7,02 0,0020

Curasemilla*Fungicida 23889275,57 27 884787,98 1,09 0,3870
Repeticion*Curasemilla 15655149,33 6 2609191,56 3,21 0,0091
Repeticion*Fungicida  13056275,60 18 725348,64 0,89 0,5908
Error 43950499,33 54 813898,14

Total 25620158,37 119
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X. ANEXOS

Rendimiento en Granos

Variable N R? RZA;] CV
Rto Granos 120 0,63 0,19 2246

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC Jl CM F  p-valor (Error)
Modelo. 47393098,58 65 729124,59 1,42 0,0924
Curasemilla 3855285,52 3 1285095,17 0,88 0,5045 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 7305233,65 9  811692,63 1,77 0,1453 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 6294123,37 2 3147061,69 6,14 0,0040

Curasemilla*Fungicida 12859296,35 27 476270,24 0,93 0,5727
Repeticion*Curasemilla  8810779,03 6 1468463,17 2,86 0,0171
Repeticion*Fungicida 8268380,66 18 45935448 0,90 0,5861
Error 2770024527 54 512967,51

Total 75093343.86 119

Rendimiento en Granos Confiteria

Variable N R2 RZA;] CV
Rto G Confiteria 120 0.63 0,19 25.52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC ol CM F p-valor (Error)
Modelo. 4120663327 65 633948,20 1,44 0,0864
Curasemilla 3911790,87 3 1303930,29 1,10 0,4193 (Repeticion*Curasemilla)
Fungicida 5991576,50 9 665730,72 1,90 0,1187 (Repeticion*Fungicida)
Repeticion 7630981,76 2 3815490,88 8,64 10,0006

Curasemilla*Fungicida 10234046,35 27 379038,75 0,86 0,6606
Repeticion*Curasemilla  7115925,50 6 1185987,58 2,69 0,0235
Repeticion*Fungicida 632231229 18 351239,57 0,80 0,6964
Error 23845108,78 54 441576,09

Total 65051742,06 119

Rendimiento en Granos Confiteria C vs T

Variable N R2 RZA;] CV
Rto G Confiteria 60 0,08 0.07 27.68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2847813,63 1 2847813,63 521  0,0262
Curasemilla 2847813,63 1 2847813,63 521  0,0262
Error 31715076,48 58 546811,66
Total 34562890.12 59

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=382,1871
Error: 546811,6635 gl: 58
Curasemilla Medias n E.E.
C 2453,46 30 135,01 A
T 2889.18 30 135,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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