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RESUMEN

La aplicacién de fungicidas en la semilla de mani es una necesidad en la siembra, sin embargo
la aplicacion combinada con bioldgicos podria disminuir los efectos del uso de agroquimicos,
favoreciendo la calidad del grano como alimento. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
compatibilidad in vitro de microorganismos (Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y
Trichoderma atroviride) con fungicidas comerciales para la producciéon sustentable de mani.
Los ensayos de compatibilidad se realizaron en el Laboratorio del Centro de Transferencia de
Calidad Agroalimentaria (FCA UNC). Se evaluaron tres combinaciones de fungicidas
comerciales disponibles en el sector manisero (F1, F2, F3), en diferentes dosis (0, 30, 50, 100 y
1000 mg.I"Y). En placas petri con medio APG con cada fungicida se sembro B. subtilis, P.
fluorescens y T. atroviride, y se mantuvieron en camaras con condiciones controladas. A los 7
dias desde la siembra se evalu6 el crecimiento bacteriano de acuerdo a escala de
compatibilidad y para Trichoderma se calculd el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
(PICR). EIl disefio fue completamente aleatorizado; para cada biolégico se evaluaron tres
repeticiones para cada fungicida y dosis. El ensayo completo se repitid tres veces. Los datos
fueron sometidos a analisis de varianza y los valores medios de PICR fueron comparados por
Tukey (p<0,05). Los resultados mostraron un efecto diferencial de los fungicidas sobre los
bioldgicos. El F1 (Tiabendazol + Fludioxonil + Metalaxil-M + Azoxistrobina) puede combinarse
con P. fluorescens en todas las dosis y B. subtilis en dosis que no superen los 50 mg.It. F2
(Ipconazole + Metalaxil) y F3 (Ipconazole + Metalaxil M + Carboxin) puede ser aplicado con P.
fluorescens aun con altas concentraciones. Mientras que solo F3 puede combinarse con T.
atroviride hasta 100 mg.It. La correcta combinaciéon de fungicidas y biolégicos contribuiran
efectivamente a la sustentabilidad del sistema productivo de mani.

Palabras clave: control biolégico; Tratamientos combinados; Calidad sanitaria.

Evaluation of the in vitro compatibility of microorganisms
(Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens and
Trichoderma atroviride) with commercial fungicides for
sustainable peanut production

Este es un trabajo de acceso abierto y distribuido bajo los Términos de Creative ®@@
Commons Attribution Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International. @
BY

NG  SA

SAS, 2(edesp2): e21112, 2021



https://orcid.org/0000-0003-4345-9877
https://orcid.org/0000-0002-3690-3063
mailto:mtorassa7@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-8400-5084

e21112

ABSTRACT

The application of fungicides on the peanut seed is a necessity in the sowing, however the
combined application with biologicals could reduce the effects of the use of agrochemicals,
favoring the quality of the grain as food. The objective of this work was to evaluate the in vitro
compatibility of microorganisms (Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens and Trichoderma
atroviride) with commercial fungicides for the sustainable production of peanuts. The
compatibility tests were carried out in the Laboratory of the Agrifood Quality Transfer Center
(FCA UNC). Three combinations of commercial fungicides available in the peanut sector (F1, F2,
F3) were evaluated, in different doses (0, 30, 50, 100 and 1000 mg.I%). In petri dishes with GPA
medium with each fungicide, B. subtilis, P. fluorescens and T. atroviride were seeded, and they
were kept in chambers with controlled conditions. At 7 days from sowing, the bacterial growth
was evaluated according to the compatibility scale and for Trichoderma the percent inhibition
of radial growth (PIRG) was calculated. The design was completely randomized; for each
biological, three repetitions were evaluated for each fungicide and dose. The entire test was
repeated three times. The data were subjected to analysis of variance and the mean PIRG
values were compared by Tukey (p<0.05). The results showed a differential effect of fungicides
on biological ones. F1 (Thiabendazole + Fludioxonil + Metalaxyl-M + Azoxystrobin) can be
combined with P. fluorescens in all doses and B. subtilis in doses not exceeding 50 mg.It. F2
(Ipconazole + Metalaxil) and F3 (Ipconazole + Metalaxil M + Carboxin) can be applied with P.
fluorescens even with high concentrations. F3 can be combined with T. atroviride up to 100
mg.I"Y. The correct combination of fungicides and biologicals will effectively contribute to the
sustainability of the peanut production system.

Keywords: Biological control; Combined treatments; Sanitary quality.

RESUMO

A aplicacdo de fungicidas na semente de amendoim é uma necessidade na semeadura, porém
a aplicagdo combinada com produtos bioldgicos pode reduzir os efeitos do uso de
agroquimicos, favorecendo a qualidade do grdo como alimento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a compatibilidade in vitro de microrganismos (Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens e Trichoderma atroviride) com fungicidas comerciais para a produgao sustentavel
de amendoim. Os testes de compatibilidade foram realizados no Laboratério do Centro de
Transferéncia de Qualidade Agroalimentar (FCA UNC). Foram avaliados trés combinagdes de
fungicidas comerciais disponiveis no setor de amendoim (F1, F2, F3), em diferentes doses (0,
30, 50, 100 e 1000 mg.I"Y). Em placas de petri com meio APG com cada fungicida, foram
inseridos B. subtilis, P. fluorescens e T. atroviride, que foram mantidos em camaras com
condi¢bes controladas. Sete dias ap0s a semeadura, o crescimento bacteriano foi avaliado de
acordo com a escala de compatibilidade e para Trichoderma foi calculada a porcentagem de
inibicdo do crescimento radial (PICR). O delineamento foi completamente aleatério; para cada
biologico, foram avaliadas trés repetic6es para cada fungicida e dose. Todo o teste foi repetido
trés vezes. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e os valores médios do PICR
foram comparados por Tukey (p<0,05). Os resultados mostraram um efeito diferencial dos
fungicidas sobre os bioldgicos. F1 (Tiabendazol + Fludioxonil + Metalaxil-M + Azoxistrobina)
pode ser combinado com P. fluorescens em todas as doses e B. subtilis em doses néao
superiores a 50 mg.I"t. F2 (Ipconazol + Metalaxil) e F3 (Ipconazol + Metalaxil M + Carboxina)
podem ser aplicados com P. fluorescens mesmo em altas concentragdes. Apenas F3 pode ser
combinado com T. atroviride até 100 mg.lI"l. A combinacdo correta de fungicidas e produtos
biolégicos contribuira efetivamente para a sustentabilidade do sistema de producdo de
amendoim.

Palavras-chave: controle biolégico; Tratamentos combinados; Qualidade sanitaria.
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Introduccion

En la cadena de produccion de mani como alimento, la calidad e
inocuidad, son atributos claves e ineludibles. La implementacion de las
Buenas Practicas Agricolas (BPA) contribuye a que se cumplan los
requerimientos para obtener granos de manera sana, segura y amigable con
el ambiente. La calidad sanitaria de la semilla es determinante como primer
eslabon de la cadena y estad influenciada por su modo de fructificar

(geocarpos) y las condiciones ambientales (GARAY et al., 2017).

De este modo, la semilla de mani est4 asociada a una importante
flora fangica que determina la necesidad de usar fungicidas como
tratamientos de presiembra. Esta practica asegura el stand de plantas,
evitando las pérdidas econdmicas (SOBOLEYV et al., 2019) y la reinfeccion
de los suelos con una renovada carga de hongos (ILLA et al., 2020).

El uso indebido de fungicidas, aplicando sobredosis y principios
guimicos ineficientes en el control da como resultado el incremento en el
costo de produccion, con efectos contaminantes por el aumento de residuos
quimicos potencialmente toxicos al humano y la proliferacion de organismos
fitopatdgenos resistentes (ANDRES et al., 2016; VIJAY et al., 2011).
Ademas, los fungicidas a menudo inhiben las comunidades menos tolerantes
de bacterias del suelo, lo que conduce a una disminucion de la diversidad
bacteriana (YOU et al., 2016).

Desde el punto de vista del manejo de enfermedades en las
primeras etapas de la produccion, surge como alternativa la aplicacién de
manera combinada de terapicos y productos bioldgicos con accion de
biocontrol. Estas practicas agroecoldgicas se enmarcarian en el contexto del
manejo integrado de plagas, con el objetivo de obtener granos sin residuos
de agroquimicos, de manera amigable con el ambiente y conservando las
caracteristicas de inocuidad, nutricionales y organolépticas del grano
(DURAN et al., 2007; RICCA; MAS, 2018).

Estudios previos en mani, han informado sobre los efectos

beneficiosos al inocular microorganismos en semillas. Al respecto, B. subtilis
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y P. fluorescens han sido reportadas como bacterias de rapido crecimiento y
alta capacidad de colonizacion de la rizosfera y rizoplano. Ademas, cumplen
funciones de biocontrol de enfermedades y de promocion del crecimiento
vegetal (AHMAD et al., 2019; GUPTA et al., 2020; ILLA et al., 2020). Por su
parte, Trichoderma es un hongo saprofitico de amplia distribucion que al ser
aplicado en semillas de mani reduce la incidencia de fitopatégenos,
incrementa el crecimiento y la productividad (GANUZA et al., 2018). Sin
embargo, resultados controvertidos se han reportado al evaluar el efecto de
diferentes fungicidas al combinarlos con Trichoderma (ARGOMEDO et al.,
2015; DURAN et al., 2007; RESENDE et al., 2005), Bacillus subtilis (MAMTA
and PANDEY, 2020; SANG; KIM, 2012; YOU et al., 2016) y Pseudomonas
(MERJAN et al., 2019).

Actualmente, las empresas ofrecen al mercado una paleta de
productos fungicidas para aplicar en semillas de mani con formulaciones
nuevas, combinando ingredientes con diferentes mecanismos de accion, que
amplian el espectro de control de enfermedades y disminuyen el riesgo de
aparicion de resistencias. La posible aplicacién de productos quimicos con
agentes bioldgicos, contribuiria al sistema de produccion de mani de manera

amigable con el ambiente.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la compatibilidad in vitro de
microorganismos (Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma
atroviride) con fungicidas comerciales para la produccién sustentable de

mani.

Materiales y métodos

Los fungicidas evaluados en este ensayo se presentan en la Tabla 1
y corresponden a productos comerciales disponibles para el sector

manisero.

Las evaluaciones de compatibilidad in vitro se llevaron a cabo de
acuerdo a la metodologia modificada propuesta por Castellanos Gonzalez et

al. (2015). Las concentraciones de los fungicidas se prepararon en agua
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destilada estéril, a partir de una solucién madre de 10000 mg.I* i.a. de cada

producto. Las dosis evaluadas fueron 0, 30, 50, 100 y 1000 mg.I"~.

Tabla 1. Composicion y formulacion de fungicidas para el tratamiento de
semillas de mani.

Fungicida Composicién Formulacion

Tiabendazol 30 g
Fludioxonil 3,75 g

F Metalaxil-M 3 g suspension concentrada
Azoxistrobina 1,5 g
F2 a0 250 microemulsion

Metalaxil 2 g

Ipconazole 4,6 g
F3 Metalaxil M 12,4 g suspensién concentrada
Carboxin 124 g

El medio de cultivo fue agar papa glucosado (APG) marca Britania a
pH 5,5. Los medios con fungicida y el del testigo se extendieron (30 ml) en
placas de petri de 9 cm de didmetro, sobre las que se sembraron por estrias
hasta agotamiento B. subtillis BST22 (2,5.10° UFC.I* y P. fluorescens
CTCA21 (1,2.10%8 UFC.I'Y) pertenecientes al Centro de Transferencia de
Calidad Agroalimentaria, FCA UNC. Todas las cajas se mantuvieron en
camara a 28 °C, en oscuridad, durante 7 dias. El efecto de cada fungicida se
determind por el crecimiento bacteriano respecto al tratamiento testigo
(medio sin fungicida) de acuerdo a la siguiente escala propuesta por
Sunneta et al. (2016):

+++ Alta compatibilidad, crece igual al testigo
++ Moderada compatibilidad, crece el 50% respecto al testigo
+ Baja compatibilidad, crece menos del 50% respecto al testigo

- No compatible, no hay crecimiento

Para evaluar el comportamiento de T. atroviride TATOO (CetBio FCA
UNC) se ubicaron porciones de 0,5 cm de lado del cultivo del hongo de 7
dias de edad, en placas con medio de cultivo APG. Posteriormente se
incubaron a 27°C con 12 hs de luz y la evaluacion se realizé a los 7 dias
desde la siembra. La variable medida fue el diametro de la colonia del hongo
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en cada tratamiento, con un calibre digital (marca Caliper). A partir de los
datos obtenidos se calculé el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) en las placas de cada tratamiento respecto del control. Para lo cual
se aplicé la siguiente férmula: (Crecimiento radial del Testigo - Crecimiento
radial del Tratamiento/ Crecimiento radial del Testigo) x 100. Los resultados

se expresaron en porcentaje.

Disefio y analisis estadistico: todos los tratamientos se dispusieron
en un disefio completamente aleatorizado, se llevaron a cabo 3 repeticiones
para cada fungicida y concentracion. En ensayo completo se repitid tres
veces. Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza y los valores
medios del porcentaje de inhibicién fueron comparados por Test de Tukey (p
< 0,05) con el paquete estadistico InfoStat FCA UNC (DI RIENZO et al.,
2018).

Resultados y discusion

En la Figura 1 se observan los diferentes grados de crecimiento de
las colonias de B. subtilis, P. fluorescens y T. atroviride sobre APG con
diferentes fungicidas y dosis. Es importante destacar que no solo la
concentracion del fungicida modifico el crecimiento del microorganismo, si ho
que ademas se observo el efecto del ingrediente activo y su proporcion en la

mezcla formulada.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de compatibilidad como
resultado del crecimiento bacteriano en medios con diferentes fungicidas y
dosis.

B. subtilis mostré alta compatibilidad con F1y F3 en dosis de 30 y 50
mg.I"t, mientras que a mayores valores (100 y 1000 mg.lY) fue
moderadamente compatible. Con F2 evidencio baja compatibilidad en todas
las dosis evaluadas, respecto al testigo. La presencia de metalaxil en ambos
fungicidas no parece ser el determinante de las diferencias encontradas. Al
respecto You et al. (2016) reportaron que las aplicaciones de metalaxil en
mezcla con mancozeb aplicado en suelo rizosférico, aumentd la poblacion

de B. subtilis, mejorando la estructura y diversidad de la comunidad
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bacteriana edafica. Estos resultados se contraponen a lo sugerido por Sang
y Kim (2012) quienes informaron que la aplicacion de metalaxil solo y

combinado con mancozeb disminuyo el crecimiento de B. subtilis.

Fungicida Bacillus subtilis Pseudomona fluorescens Trichoderma atroviride

Tiabendazol
309/
Fludioxonil
3,759/l
Metalaxil-M
3g/
Azoxistrobina
1,59/

Ipconazole
25g/
Metalaxil
2g/

Ipconazole
4,6 g/l
Metalaxil M
12,4 g/l
Carboxin
124 g/l

Arriba de izquierda a derecha: 0, 30, 50 mg/l Abajo de izquierda a derecha: 100, 1000 mg/I

Figura 1. Crecimiento de las colonias de B. subtilis, P. fluorescens y T.
atroviride sobre APG con diferentes fungicidas y dosis.

Tabla 2. Compatibilidad de B. subtilis BST22 y P. fluorescens CTCA21 frente
a diferentes fungicidas en distintas dosis.

Bacteria  Producto Dosis mg.I*
30 50 100 1000
F1 F++ F++ F++ ++ ++
B. subtilis  F2 ++ + + + +
F3 . . S ++ +
F1 F++ F++ F++ FH+ ++
P. fluoresce F2 +++ +++ +++ +++ +++
F3 4+ 4+ o+ 4+ +H+

+++ Alta compatibilidad, ++ Moderada compatibilidad, + Baja compatibilidad,
- No compatible.

P. fluorescens evidenci6 alta compatibilidad con todos los fungicidas
y en todas las dosis evaluadas a excepcion del tratamiento F1 a 1000 mg.I?,
a la cual presenté moderada compatibilidad. Al respecto, Merjan et al. (2019)
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sostienen que los fungicidas en mezcla con carboxin, presentan mecanismos
de accién de control que no resultan eficientes sobre Pseudomona, e

inclusive esta bacteria logra degradarlos.

120

100

b a
C . b b b a

80 5

F1
b
40 C mF2
C —
20 mF3
ddd
0
0 30 50 100 1000

Dosis mg.I?

Porcentaje de inhibicién

Figura 2. Porcentajes de inhibicién del crecimiento de T. atroviride TATOO en
ensayos de compatibilidad in vitro con diferentes fungicidas en distintas
dosis.

De acuerdo a los resultados presentados en la figura 2, el PICR de
Trichoderma estuvo influenciado por el aumento en las dosis ensayadas en
cada fungicida evaluado. El mayor valor se observé para F1 a la mayor dosis
(1000 mg.I), sin diferencias significativas entre 30 y 50 mg.lIt. Este
fungicida resulta altamente toxico para T. atroviride, ya que solo se detectd
un 6,34% de inhibicién entre la menor y mayor dosis evaluada. Respecto a
F2, solo a 1000 mg.lt, se detect6 mayor PICR (92,4 %), sin diferencias
significativas entre el resto de las dosis evaluadas. Es de destacar que F1y
F2 mostraron PICR mayores al 80%, por lo que resulta inconveniente

aplicarlos de manera combinada con T. atroviride.

Por el contrario, F3 mostr6 mayor compatibilidad y solo a la mayor
dosis se observé aumento en el PICR pero inferior al 50%. Estos resultados
se contraponen a lo sugerido por Argomedo et al. (2015), quienes sostienen
gue el género Trichoderma posee una resistencia innata a la mayoria de los
fungicidas. Sin embargo, coinciden con los resultados obtenidos por
Resende et al. (2005), quienes verificaron distintos grados de
incompatibilidad de Trichoderma en contacto directo con diferentes

fungicidas.
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Conclusiones

Existe un efecto diferencial en el crecimiento de B. subtilis, T.
atroviride, y P. fluorescens al combinarlos con fungicidas comerciales para
mani, de diferentes composicion en distintas dosis. El F1 (Tiabendazol +
Fludioxonil + Metalaxil-M + Azoxistrobina) puede combinarse con P.
fluorescens en todas las dosis y con B. subtilis en dosis que no superen los
50 mg.I't. F2 (Ipconazole + Metalaxil) y F3 (Ipconazole + Metalaxil M +
Carboxin) pueden ser aplicados con P. fluorescens aun con altas
concentraciones. Mientras que T. atroviride solo puede combinarse con F3
con hasta 100 mg.I"%. La correcta combinacién de dosis y productos con los
biologicos favorecera el crecimiento y desarrollo de los microorganismos,
contribuyendo a su accion y a la sustentabilidad del sistema de produccion

de mani.
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