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RESUMEN

Con el objeto de evaluar la efectividad del fungicida de uso tradicional Benomilo (Benex
50 WP) y del biocontrolador Trichoderma harzianum cepa nativa Queule, en el control
preventivo de Fusarium sp. en plantas de Leucadendron ‘Safari Sunset’, cultivar perteneciente a
la familia Proteaceae, se realizé un ensayo bajo condiciones de invernadero. Plantas de cinco
meses de edad fueron inoculadas a través de una herida realizada en la base del tallo, con una
suspension del patégeno de 10° conidias mI™ y con un volumen de 10 ml por planta. Se evalu6
la dosis comercial del fungicida Benomilo (Benex 50 WP) 1g L™ y tres concentraciones del
biocontrolador T. harzianum (10, 10° y 10° conidias mli™"), en aplicaciones preinfeccion.
Ademas, se incluyé un tratamiento testigo en el que las plantas sélo fueron inoculadas con el
patégeno. Se realizaron mediciones de incidencia y severidad de la enfermedad causada por
Fusarium sp., a los 30, 45 y 60 dias después de inocular (DDI) las plantas. Los resultados
obtenidos en las pruebas de patogenicidad preliminares indican al aislado de Fusarium sp.,
utiizado en los ensayos como patogénico, asociandose a su presencia sintomas como
marchitez en las puntas de las hojas jévenes, necrosis de los brotes, pardeamiento de haces
vasculares y muerte de plantas. Por otra parte, se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos de control evaluados. Se determindé que el fungicida
tradicional Benomilo y T. harzianum en las concentraciones 10° y 10° conidias ml™ fueron los
mas efectivos en el control preventivo de Fusarium sp., observandose una incidencia de la
enfermedad menor a 20% e indices de severidad con valor 1 o inferior, equivalentes a

marchitez leve o sin marchitez.



ABSTRACT

In order to evaluate the effectiveness of the fungicida traditional use Benomyl (Benex 50
WP) and biocontrol Trichoderma harzianum native strain Queule, in the preventive control of
Fusarium sp. in plants of Leucadendron ‘Safari Sunset’, variety pertaining to the Proteaceae
family, was made test under conditions greenhouse. Plants of five months of age were
inoculated with a concentration pathogen 10° conidia mI* and with 10 ml by plant. The
commercial dose of the fungicida Benomyl was evaluated (Benex 50 WP) 1g L™ and three
concentrations of the biocontrol T. harzianum 10°, 10° and 10° conidia ml™, in preinfection
applications, besides to evaluate a control treatment, the plants were only inoculated with the
pathogen. Were made measurements of incidence and severity of the disease caused by
Fusarium sp., in three evaluations to the 30, 45 and 60 days after inoculating (DDI) the plants of
L. ‘Safari Sunset’ with the pathogen. In the test were significant statistical differences between
the evaluated treatments. Was determined that isolated of Fusarium sp., turned out to be
patogenic and the symptoms associated to the presence of this fungus were, wilt in the ends of
the young leaves, necrotic buds, dark lesion of vascular tissue and death of plants. Additionally
was determined that the traditional fungicida Benomyl and concentrations T. harzianum in 10°
and 10° conidia ml™, was effective in the preventive control pathology caused by Fusarium sp.,
an incidence of the inferior disease to 20% and ratios of severity with inferior value 1, equivalent

to weigh or without wilt.



1. INTRODUCCION

En los dltimos afios en Chile ha ocurrido una amplia diversificacion de las especies
cultivadas, las que especificamente se han expandido a la produccién de flores de corte, debido
a que proporcionan mejores retornos por hectarea, en comparacién a otros productos agricolas
(Indap, 2001).

Debido a lo anterior, se han introducido muchas especies exéticas a nuestro pais, las
cuales tienen una demanda sostenida, ademas de obtener con ellos excelentes rentabilidades
(Indap, 2001). Dentro de éstas, se encuentran las pertenecientes a la familia Proteaceae, donde
adquieren relevancia los géneros Protea, Leucadendron, y Leucospermum, los cuales tienen
bajos requerimientos de agua en relacion a otros cultivos y permiten utilizar suelos degradados
(Indap, 2001).

El género Fusarium es causante de marchitamientos vasculares en un gran nimero de
especies vegetales, especificamente en flores y hortalizas. Es un hongo habitante del suelo que
infecta a las plantas a través de las raices, penetrando en forma directa o por heridas. Este
patégeno, produce tres tipos de esporas asexuales: microconidias, macroconidias y
clamidosporas, las cuales ascienden a través de los vasos xileméticos por la corriente
transpiratoria (Agrios, 1996).

Recientemente se ha identificado este hongo afectando a las proteas en nuestro pais,
por lo que se hace necesario establecer medidas de control apropiadas para mantener los
cultivares libres de este patégeno. Este puede llegar a tener implicancias econémicas sobre la
produccion del cultivo, debido a que el marchitamiento alcanza a la planta en su totalidad,
observandose ademas una disminucién en la cantidad de flores producidas por planta (Swart et
al., 1999).

Para el control de Fusarium sp. se ha utilizado el fungicida Benomilo en diferentes
especies de importancia agricola (Besoain, 1989), con el inconveniente de que su repetido uso

puede generar razas resistentes a este patégeno (Besoain, 1989; Alvarez, 1989).



Adicionalmente se ha determinado la efectividad del hongo Trichoderma harzianum en
el control de Fusarium sp., el cual disminuyd la incidencia del patégeno bajo condiciones de
campo en dos periodos consecutivos de produccion de tomate (Sivan et al., 1987).

Debido a lo expuesto se podria esperar un adecuado efecto tanto de Benomilo como de
Trichoderma harzianum en el control de Fusarium sp. en proteas.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo general de esta investigacion fue evaluar el efecto
del fungicida de uso comercial Benomilo (Benex 50 WP) y de Trichoderma harzianum cepa
nativa Queule, en el control preventivo de Fusarium sp. en plantas de Leucadendron ‘Safari

Sunset’, bajo condiciones de invernadero.

Como objetivos especificos se plantean:

= Determinar la incidencia y severidad de Fusarium sp. en plantas de proteas tratadas
con el fungicida Benomilo y el biocontrolador Trichoderma harzianum en aplicaciones
de preinfeccion.

= Evaluar la efectividad de la dosis comercial del fungicida Benomilo (Benex 50 WP) y de
tres concentraciones del biocontrolador Trichoderma harzianum, para el control de

Fusarium sp. en aplicaciones de preinfeccion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de las Proteaceas

Las Proteaceas constituyen una de las mas importantes familias de plantas que
producen flor en el hemisferio sur. Esta se divide en dos subfamilias: Proteoideae, la cual esta
presente principalmente en Sudafrica, pero también en Australia y Nueva Zelandia; y
Grevilleoideae, la que habita predominantemente en Australia. Sin embargo, alrededor de 90
especies son encontradas en Sudamérica, 80 especies habitan el oeste de las islas de Nueva
Guinea, 45 especies Nueva Caledonia y unas pocas especies se encuentran en Madagascar,
Sudeste de Asia y Nueva Zelandia (Rabelo, 1995).

La familia Proteaceae esta dividida en 14 géneros, de los cuales siete son de
importancia comercial. Estos son: Protea, Leucospermum, Leucadendron, Serruria, Aulax,
Mimetes y Paranomus (Indap, 2001).

Los paises productores mas importantes de proteas son Sudafrica y Australia; sin
embargo, se ha incrementado el cultivo comercial en otros paises tales como Nueva Zelandia,
Estados Unidos (en la costa sur de California y en parte de Hawaii), Israel, Isla Norfolk, Islas
Canarias y Zimbabwe (Matthews, 2002).

Algunos de los principales mercados para flores de protea son Japén, Norteamérica y
Europa. Todos ellos, sin excepcion, demandan perfecta calidad de las flores, es decir, tallos
derechos de maxima longitud, flores o bracteas sin defecto, que se encuentren en la etapa
correcta del desarrollo para su comercializacion y calidad duradera (Matthews, 2002).

Las proteas se han adaptado bien a los ambientes con condiciones severas, es decir,
muy aridos y pobres en nutrientes. Se desarrollan bien en suelos pedregosos, con gravas y
arenosos asi como también en suelos con limo y arcilla. La mayoria de estas plantas prefiere

suelos con pH acido entre 3,5 - 6,5 (Matthews, 2002).



Por el hecho de habitar zonas aridas las hojas de las proteas son esclerdfilas, lo que
les permite prevenir la pérdida de agua. Ademas su tejido densamente lignificado detiene el

colapso cuando este elemento es escaso (Rabelo, 1995).

2.1.1. Leucadendron ‘Safari Sunset’

Corresponde al Leucadendron de flor de corte mas exitoso, siendo ampliamente
cultivado en varios paises con fines de exportacion. Es considerada una de las variedades de
mayor colorido, habiendo sido desarrollada a inicios de la década de los 60 en Nueva Zelandia
(Matthews, 2002).

Proviene de un cruzamiento entre Leucadendron salignum, como forma roja femenina y
Leucadendron laureolum (Salinger, 1991; Matthews, 2002). Es una planta hembra, muy
vigorosa, de rapido desarrollo y habito de crecimiento de tipo arbustivo. Una caracteristica
destacada es el largo de las ramas, las cuales sobrepasan los 60 cm (Tjia, 1987). Puede llegar
a medir de dos a tres metros de altura (Matthews, 2002).

Las bracteas se expanden desde finales de invierno a inicios de primavera y permiten
ver una flor interior (Matthews, 2002). El color rojo intenso de las bracteas, la longitud de sus
tallos y su prolongada vida postcosecha, hacen que este hibrido sea el favorito de los
productores de flores de corte (Matthews, 2002).

Las series de suelo bien drenadas son aptas para el cultivo de esta variedad, pero el
cultivo a pleno sol es esencial para obtener el maximo colorido de las bracteas. Es

moderadamente resistente a las heladas, tolerando alrededor de -6°C (Matthews, 2002).

2.2. Importancia de las enfermedades en Proteaceas

Existe una alta demanda en el mercado internacional por las flores nativas de Sudafrica.
Sin embargo, la presencia de hongos patégenos en las flores de corte provoca el rechazo de los

lotes exportados, ademas de causar pérdida de plantas y reduccion en el rendimiento. Asi el



control de enfermedades es uno de los factores mas importantes en la produccion por lo que
este aspecto debe recibir especial atencion (Lubbe, 2001).

Los problemas patoldgicos en proteas son dificiles de manejar en Sudéfrica, debido a
que los microorganismos estan bien adaptados al ambiente donde se realizan las plantaciones.
Por lo anterior, las enfermedades constituyen una amenaza mayor con respecto a otras zonas
de cultivo (Lubbe, 2001).

Las enfermedades normalmente se manifiestan bajo condiciones de alta humedad,
durante el periodo de crecimiento activo y formacion de la flor. Este es el periodo critico durante
el cual las plantas estan particularmente susceptibles a microorganismos (Lubbe, 2001).

Es importante conocer cuéles enfermedades pueden infectar un cultivar, ademas de
tener claro las condiciones climaticas que favorecen el desarrollo de cada patologia en
particular (Lubbe, 2001).

Segun Lubbe (2001), las enfermedades mas importantes de las proteas en Sudafrica
pueden ser agrupadas en:

= Enfermedades de las raices
= Enfermedades del tallo
= Enfermedades foliares

= Enfermedades de postcosecha

Existen principalmente tres hongos del suelo que afectan a las Proteaceas. Estos son
Phytophthora cinnamomi, Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. Los dos ultimos operan en el nivel
superficial del suelo y son ocasionalmente un problema para plantas establecidas (Harré, 1995).

Segun Moura et al. (2001), las enfermedades fungosas que atacan la raiz y la zona del
cuello, en la Isla de Madeira, son mucho més serias, considerando sus efectos sobre el
crecimiento de las proteas. Asi cuando los hongos presentes en el suelo son Rosellinia necatrix,
Armillaria sp. o Phytophthora sp. la muerte de la planta es segura. Como no existe un
tratamiento fungicida efectivo, pueden ser implementadas sélo medidas de prevencion y

erradicacion. También el uso reciente de camellones y el mejoramiento del drenaje del suelo



han permitido condiciones del suelo menos favorables para el desarrollo de estos

microorganismos fitopatdégenos.

2.2.1. Antecedentes de Fusarium spp. en Protedceas

Constituye un patégeno de reciente determinacién en el género Protea en Sudéafrica y
Zimbabwe. Diversos cultivares, tales como ‘Sylvia’, ‘Sneyd’, ‘Cardinal’, ‘Susara’, ‘Venus’, ‘Pink
Ice’ y especies de Protea tales como: Protea aristata, Protea compacta, Protea cynaroides,
Protea eximia, Protea magnifica, Protea repens y Protea susannae son susceptibles. El
patdégeno fue aislado desde las raices, cuello y tejido vascular e identificado como Fusarium
oxysporum Schelecht (Swart et al.,1999).

De acuerdo a Ben - Jaacob (1986), en Israel fueron aislados desde Proteas y Banksia
Fusarium sp., Fusarium moniliforme y Fusarium solani.

Moura et al. (2001), identificaron en la Isla de Madeira Fusarium sp. en las siguientes
especies de proteas: Protea cynaroides, Protea ‘Red Baron’, Protea ‘Fiery Duchess’,
Leucadendron spp., Leucadendron ‘Safari Sunset’, Leucospermum spp., Leucospermum
‘Succession II', Leucospermun cordifolium. Ademas se identific6 Fusarium solani en
Leucospermum spp., Protea cynaroides, Leucadendron ‘Safari Sunset’, Leucadendron ‘Inca
Gold‘, encontrandose también Fusarium equiseti en Leucospermum spp. Los aislamientos
fueron hechos desde tejidos de laraiz y el cuello de las plantas enfermas.

En Australia Dunne et al. (2003), concluyeron que Phytophthora cinnamomi es el
principal agente causal de la enfermedad cominmente llamada ‘Muerte Sabita’, que afecta a las
proteas en el Oeste de Australia, sin embargo se descubrid que otros hongos e insectos
también son la causa de esta patologia. Entre los hongos identificados, se encontrd una especie
de Fusarium, el cual fue aislado desde tallos de plantas de Leucadendron enfermas y se mostré
particularmente agresivo. Posteriormente éste se utilizd para realizar pruebas de patogenicidad,

las que resultaron positivas.



2.3. Descripcion de Fusarium sp.

El género Fusarium es causante de marchitamientos vasculares en un gran nimero de
especies vegetales, especificamente en flores y hortalizas anuales (Agrios, 1996). Constituye
un problema serio, el cual afecta el rendimiento de las plantas provocando la obstruccion del
flujo normal de agua y nutrientes, a través de los haces vasculares, los que se necrosan por
accion del hongo. Pertenecen a este género aproximadamente 40 especies y de éstas, mas de
la mitad es patogénica. El éxito de este hongo se puede atribuir a su amplio espectro de accién
(Price, 1982). Booth (1971), citado por Price en 1982, enumer6 43 especies de Fusarium, las

cuales pueden dividirse en cuatro grupos principales:

= Patégenos de las plantas (incluyendo micoparasitos)
= Patdgenos de insectos
=  Saprofitos

= Habitantes del suelo

Existen especies que estan en mas de un grupo, atacando plantas e insectos, o
viviendo activamente lejos de su hospedero; de estos 43, unos 27 son patogénicos para las
plantas e incluso algunos estan entre los patégenos mas serios de la agricultura mundial,
debido a que su efecto en los rendimientos potenciales de las cosechas es enorme (Price,
1982).

Este patdégeno produce tres tipos de esporas asexuales: microconidias, macroconidias y
clamidosporas. Las primeras estan compuestas por una o dos células, siendo éstas las que el
hongo produce con mayor frecuencia y abundancia en todas las condiciones. Ademas, son las
Unicas que produce el patégeno al interior de los vasos xileméticos de plantas hospederas que
ha infectado y que actuarian como in6culo secundario. Las macroconidias son las esporas
tipicas de Fusarium sp. y estan constituidas por tres a cinco células, las que se elongan

gradualmente curvandose hacia ambos extremos. Con frecuencia aparecen sobre la superficie



de plantas que han sido destruidas por el patégeno. El tercer tipo de esporas que desarrolla
este patégeno son las clamidosporas, que corresponden a estructuras de resistencia
constituidas por una a dos células. Los tres tipos de esporas pueden ser encontrados, tanto en
el suelo, como en cultivo in vitro del hongo (Agrios, 1996).

Fusarium sp. es un hongo habitante del suelo que infecta a las plantas a través de las
raices, penetrando en forma directa o por heridas. El micelio y las esporas ascienden a través
de los vasos xilematicos por la corriente transpiratoria (Agrios, 1996). Es un organismo saprofito
que puede permanecer en el suelo por tiempo indefinido; se propaga principalmente como
micelio, esporas o clamidosporas a través del agua de riego, el equipo agricola, estructuras
vegetativas y semillas de algunas plantas (Agrios, 1996).

La mayoria de las enfermedades causadas por Fusarium sp. son dificiles de controlar,
ya que sélo una infeccién provocada por una espora es suficiente para introducir al patégeno en

la planta, donde se desarrolla y propaga (Agrios, 1996).

2.3.1. Sintomatologia

Los primeros sintomas de la enfermedad en proteas, se hacen visibles como necrosis
en las hojas y marchitamiento de los brotes jovenes. Al hacer un corte longitudinal en el tallo se
puede ver que el tejido vascular esta decolorado y obstruido, causando la muerte del brote y
luego de la planta (Lubbe, 2001).

Adicionalmente, se desarrolla un oscurecimiento en secciones irregulares sobre las
hojas, las cuales se unen provocando la muerte de éstas. Las hojas no se vuelven cloréticas y
flacidas, sino que se observan rigidas y secas después de la necrosis, permaneciendo sujetas
al tallo mucho tiempo después de la muerte de la planta. Posterior a la necrosis, se observa una
lesion oscura a un lado del tallo, que se extiende desde la raiz hacia la parte aérea de la planta.
El area decolorada en la superficie del tallo, se relaciona con una decoloracién vascular dentro
del mismo. La lesién se extiende desde la corteza al floema y tejido xilematico (Swart et al.,

1999).



La marchitez causada por Fusarium sp. en proteas tiene implicancias econémicas en la
produccion del cultivo, debido a que la planta y los brotes resultan muertos luego de ser
infectados, observandose ademas una reduccion en el nimero de flores producidas por planta

(Swart et al., 1999).

2.3.2. Ciclo biolégico

El hongo sobrevive en el suelo como micelio de una estacidn a otra en restos vegetales
0 en todas sus formas conidiales, especialmente clamidosporas (Agrios, 1996; Latorre, 1992).
Se propaga a cortas distancias a través del agua o maquinaria agricola contaminada y su
propagacién a grandes distancias ocurre principalmente en transplantes o material vegetativo
infectado (Agrios, 1996).

Al establecer plantas sanas en suelo contaminado, los tubos germinales de las esporas
o el micelio penetran directamente en las puntas de las raices o ingresan a través de heridas. El
micelio del patégeno se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y cuando
llega a los vasos xilematicos, entra a través de las punteaduras. Se mantiene sélo en los haces
vasculares y viaja a través de ellos, principalmente en sentido ascendente, hacia el tallo y
corona de la planta. Cuando llega a los vasos, el micelio se ramifica y produce microconidias
que se desprenden y son llevadas hacia la parte superior de la planta. Estas germinan donde
finaliza su movimiento ascendente. Posteriormente, penetra la pared superior del vaso y el
patégeno produce mas microconidias en el vaso siguiente (Agrios, 1996).

El patégeno causa marchitez y bloquea el tejido vascular de la planta, impidiendo el
paso del agua y nutrientes hacia la parte aérea. La infeccion de las raices es favorecida por
temperaturas calidas del suelo (28°C y mas) y por condiciones de humedad. Las condiciones
climaticas encontradas en la region de verano lluvioso en Sudéfrica, son favorables para la
infeccion y desarrollo del hongo. Sin embargo la enfermedad también se manifiesta en la regién

de invierno lluvioso (Lubbe, 2001).



2.3.3. Alternativas de control

No existe un control efectivo para detener la muerte de la planta después que la
infeccion ha tenido lugar. Asi, el control se basa en la prevencién (Lubbe, 2001).

La desinfeccion de los suelos con fumigantes o aspersion con desinfectantes antes de
la plantacién y posteriormente un control regular, suprimiran los hongos en el suelo y protegeran
a las plantas contra una infeccién (Lubbe, 2001). EI mejor método de prevencién puede ser el
uso de material vegetal tolerante o resistente (Beckman, 1987; Agrios, 1996; Lubbe, 2001).

El material infectado debe ser retirado rapidamente, cuando es detectado. Las plantas
infectadas y sus raices pueden ser sacadas cuidadosamente del lugar en bolsas plasticas y
luego deben quemarse, para impedir la diseminacién de las esporas presentes en el suelo y
raices infectadas (Lubbe, 2001).

Tradicionalmente se ha fumigado el suelo previo a la plantacién con Bromuro de Metilo,
medida que esta siendo abandonada, debido a la toxicidad del producto y el dafio ambiental
que éste causa, por lo tanto serd retirado del mercado en los préximos afios (Larkin y Fravel,
1998).

Un producto quimico que es habitualmente utilizado para controlar Fusarium sp., es
benomilo el cual ha sido efectivo, debido a que es un fungicida sistémico (Besoain, 1989;
Carrillo, 1992).

Otra medida para reducir la cantidad de ind6culo en el suelo es mediante la
pasteurizacién del mismo con vapor de agua, pero se produce una rapida recolonizaciéon con
microorganismos (Beckman, 1987). Actualmente en ciertas regiones climaticas especificas se
utiliza el método de solarizacion (Beckman, 1987).

El uso de biocontroladores es una alternativa interesante que ha sido investigada.
Numerosos microorganismos han demostrado ser efectivos en el control de varios hongos del
suelo incluyendo a Fusarium spp. (Larkin y Fravel, 1998). Entre los controladores bioldgicos

estudiados, cabe mencionar a Trichoderma harzianum, el cual disminuy6 la incidencia de
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Fusarium sp. bajo condiciones de campo en dos periodos consecutivos de produccién en

tomate (Sivan et al., 1987).

2.4. Caracteristicas de los fungicidas benzimidazoles

Los fungicidas pertenecientes a este grupo son sistémicos, por lo anterior se ve
aumentada la posibilidad de control quimico de numerosas enfermedades causadas por
hongos Ascomycetes. A partir de estudios bioquimicos se establecié el modo de accién de
estos fungicidas, los cuales inhiben el ensamble de los microtibulos y con ello impiden el
proceso de division celular (Davidsed, 1982, citado por Besoain 1989).

Este grupo de fungicidas tienen poco efecto inhibitorio en la germinacion de esporas de
hongos sensibles, pero dependiendo de la concentracion y del medio de cultivo, alteran el
desarrollo del tubo germinativo, la multiplicacién celular e inhiben fuertemente el crecimiento de
las hifas y de los haustorios de los hongos sensibles (Erwin,1973; Hammerschlag y Sisler, 1973,
citado por Besoain, 1989).

Los fungicidas sistémicos deben poseer diversas propiedades, siendo una de ellas el
tener toxicidad selectiva, es decir no ser toxicos a las células de la planta, pero si al hongo
patégeno (Carrillo, 1992).

El movimiento de los fungicidas sistémicos en la planta es principalmente acropétalo, a
través de la transpiracion. Sin embargo, algunos pueden moverse con los compuestos formados
por la planta y esto ocurre cuando existe flujo de compuestos hacia la base de ésta (Carrillo,
1992).

Las concentraciones comercialmente activas son bajas, sin embargo son suficientes
para suprimir el rapido crecimiento de muchos hongos fitopatdgenos. Esto es una ventaja
debido a que contribuye a la disminucién de la polucibn ambiental (Erwin, 1982, citado por

Besoain, 1989).
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En cuanto a la absorcidn de estos compuestos, se ha visto que aumenta mediante el
uso de humectantes. En ensayos realizados con benomilo hubo una mayor absorcion
translaminar usando humectantes no iénicos (Edgigton, 1981, citado por Besoain, 1989).

Las aplicaciones al suelo han sido efectivas para el control de algunas enfermedades
producidas por especies de Fusarium, Sclerotinia, Macrophonima, Verticillium, o Thielaviopsis,
en cultivos anuales tales como frutillas, claveles, tomates, tabacos y otras especies (Muller et
al., 1972, citado por Besoain, 1989).

Una desventaja en el uso de estos productos se ha manifestado en el rapido desarrollo
de poblaciones fungosas resistentes, las cuales presentan resistencia cruzada a los fungicidas
del mismo grupo (Alvarez, 1989; Carrefio y Pinto de Torres, 1979; Davidse, 1982, citados por

Besoain).

2.4.1. Benomilo

Este producto fue uno de los primeros fungicidas sistémicos conocidos. Quimicamente
corresponde a carbamato de metil - 1 - (butilcarbamoil) - 2 - benzimidazol (Figura 2.1.). En
nuestro pais se conoce con los nombres comerciales de: Benlate 50 PM, Benex 50 PM, Forlate
50 PM, Polyben 50 PM o Benotrax 50 PM. Se utiliza en Chile desde 1970 aproximadamente y
ha sido de gran utilidad en el manejo de Venturia inaequalis en manzano y Venturia pyrina en
peral, Monilinia laxa en frutales de carozo, Botritys cinerea, en uva de mesa (Latorre y Bruzone,

1971, citados por Besoain, 1989).

o =[F_ MH. CqHg

N
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Figura 2.1. Estructura quimica de Benomilo. Fuente: Carrillo, 1992.
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Benomilo se degrada a carbendazima bajo condiciones naturales y es este Ultimo
compuesto el que ejerce realmente la accion antimicética (Erwin, 1973, citado por Besoain), ya
gue posee afinidad por la tubulina del hongo patégeno (Carrillo, 1992).

Debido al uso reiterado de estos fungicidas se ha propiciado el desarrollo de resistencia
en los patégenos. Como una forma de retardar o prevenir la aparicion de ésta, se recomienda
no aplicar cantidades de fungicida mayores a las necesarias, restringir las aplicaciones sélo a
los periodos criticos y alternar fungicidas con diferente mecanismo de accién (Alvarez, 1989).
En los benzimidazoles la resistencia se debe a un cambio en la estructura de la cepa resistente,
con lo cual el producto pierde la posibilidad de formar el enlace benzimidazol - tubulina e

interferir en el proceso mitético (Georpopoulus, 1983; Davidse, 1986, citados por Alvarez, 1989).

2.5. Antecedentes de Trichoderma spp.

Es un hongo imperfecto que carece de estructuras de reproduccion sexual.
Perteneciente a los Hyphonomycetes, orden Hiphales, sus esporas asexuales se forman sobre
las hifas y en su interior y se encuentran expuestas liboremente a la atmosfera (Agrios, 1996).
Posee conidias suaves, verdes, subglobosas a cortas ovoides, con medidas de 2,4 a 3,2 x 2,2
a 2,8 um. Sus colonias son de rapido crecimiento, con micelio compacto de blanco a verde.
Comunmente forma clamidosporas intercaladas, raramente terminales las que son globosas a
elipsoidales, hialinas y de pared suave (Rifai, 1969, citado por Cook et al., 1989).

Es un habitante comun del suelo, es saprofito y se distribuye en todo el mundo,
controlando una gran gama de fitopatdgenos tales como Armillaria mellea, Pythium spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Chondrostereum purpureum, Sclerotium rolfsii, y
Heterobasidion annosum (Cook, 1989). El modo de accion de Trichoderma spp, es
principalmente a través de competencia y predacion. Los micelios se enrollan alrededor de las
hifas del hongo presa, produciendo un estrangulamiento. Se ha observado que hifas

susceptibles son penetradas siendo vacuoladas, colapsando y siendo finalmente desintegradas.
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Luego el mycoparasito se alimenta de este substrato. Ademas, existen ciertas razas de
Trichoderma que son capaces de producir antibidticos, especialmente a pH bajos (Cook
et al., 1989).

De acuerdo a Eastburn, et al. (1991), los requerimientos del Trichoderma spp. para su
establecimiento, son humedad adecuada. Especificamente, Trichoderma harzianum es mas
activo en suelos con humedad de -0.5 a -1.0 bar, un pH mas bien acido (pH 5.0) y una fuente de
alimentacion (materia organica con actividad microbiologica alta) (Dennis y Webster, 1971,
citados por Cook et al., 1989).

Trichoderma spp. se ha utilizado como controlador de enfermedades en tomate, melén
y algodén (Sivan et al., 1987), sin embargo el primero en demostrar el control exitoso de la
pudricién de la raiz y la corona en tomates con este biocontrolador fue Marois et al. (1981). Se
ha observado que T. harzianum controla en un 80 - 83% Fusarium en cultivos creciendo sobre
suelo infectado en forma natural.

Sivan y Chet en el afio 1986, citados por Sivan et al. (1987), demostraron la efectividad
de aislamientos de cepas de Trichoderma en el control de Fusarium en algodén, melones y
trigo, en condiciones naturales de suelo.

Cifuentes (2001) en Chile, determiné que T. harzianum cepa nativa Queule presentd
una alta eficiencia protectora sobre Fusarium solani, con un 70% de sobrevivencia de plantas
de tomate. Esta fue siempre superior a la entregada por la formulacion comercial de T.

harzianum Trichodex, la cual alcanzé un 40% de sobrevivencia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del ensayo

El ensayo se llevd a cabo en el invernadero de Floricultura, ubicado en el sector sur -
oriente del Campus Lircay de la Universidad de Talca. El periodo de pruebas y evaluaciones se
desarroll6 desde agosto de 2003 a noviembre de 2003. La temperatura minima se registré en el
mes de agosto y fue de -2°C y la maxima se registrd en el mes de noviembre y fue de 35°C.

El invernadero posee techumbre simétrica; cubierto con polietileno, con lucarnas para

facilitar la ventilacion.

3.2. Material Vegetal

Se utilizaron plantas del hibrido Leucadendron ‘Safari Sunset’, cuyas estacas se
recolectaron en el mes de marzo de 2003, en la localidad de Putd, ubicada a 25 km de
Constitucién, provincia de Talca. Luego se enraizaron en cama caliente a una temperatura
promedio de 23°C, bajo nebulizacién. El enraizamiento se inicié el 19 de marzo de 2003 y el
transplante se efectud el 26 de mayo de 2003. Las plantas fueron transplantadas a bolsas de
polietileno de 395 cm® de capacidad, que contenian tierra de Putl. Las estacas a la fecha del
transplante presentaban una altura de 9 cm aproximadamente y en promedio dos brotes. Las

plantas fueron mantenidas en el invernadero durante todo el ensayo.

3.3. Obtencion e identificacidn de Fusarium sp.

Las muestras de cultivo desde los que se aislé Fusarium sp. se obtuvieron de tallos de
plantas de Leucospermum ‘Succession II', las cuales presentaban sintomas caracteristicos del

ataque de este patodgeno. La recoleccién de las muestras se llevé a cabo el 29 de enero de
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2003, en Pichilemu, VI Region. A partir de éstas se aislé el hongo en medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA).

De acuerdo a Agrios (1996), con el fin de comprobar la identidad del patégeno, se
realizd una observacion al microscopio de la morfologia del micelio y de las esporas
desarrolladas (macro y microconidias) en las colonias obtenidas. Con este propdésito se colocé
sobre un portaobjeto, parte del micelio, el que fue suspendido en agua destilada, situando un
cubreobjeto sobre la muestra preparada, observandose en el microscopio 6ptico. Una vez
comprobado que la morfologia observada correspondia a Fusarium sp. se procedié a la
obtencion de cultivos puros. Para tal fin, el patégeno fue repicado y multiplicado en placas Petri

en medio de cultivo PDA.

3.4. Pruebas de patogenicidad

Con el proposito de comprobar si el hongo aislado en cultivo puro se encontraba en
estado patogénico y si la planta era susceptible a dicho hongo, se realizaron pruebas de
patogenicidad, inoculando cinco plantas de Leucadendron ‘Safari Sunset' con Fusarium sp.

El inéculo se obtuvo desde una placa Petri, sacando con una asa trozos de micelio, los
gue se incorporaron a un matraz con agua destilada estéril, agitandose por un periodo
prolongado para lograr el desprendimiento de las esporas del hongo. Ademas, se agrego6
Tween 20 (0,1%), al matraz, con el objetivo de separar las conidias y poder efectuar el conteo
de éstas. Luego se colocé una gota de suspension sobre un portaobjeto y se observé en el
microscopio Optico la presencia de conidias.

La concentracidon de conidias a inocular se estimé usando una cdmara de Neubauer,

para lo cual se empleé la siguiente formula:

Particulas / pl = Particulas contadas
Profundidad cdmara de dilucién « Dilucién « Superficie contada
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Donde:

Profundidad de camara = 0,100 mm

Dilucién =1

Superficie contada = 0,0025 mm?

Particulas / ul = conidias por microlitros (c/ul)

Posteriormente se aplicaron, con la ayuda de una jeringa estéril, 10 ml por planta del
inéculo, ajustado a una concentracion de 10° conidias ml™, sobre una herida hecha con bisturi,
a 1 cm por encima del cuello de las plantas. Luego éstas se cubrieron con bolsas de polietileno
transparente, a las que se les hizo agujeros para facilitar el intercambio gaseoso. Las plantas
inoculadas se dejaron en el invernadero a temperatura ambiente, observandose una vez a la
semana el desarrollo de sintomas.

Adicionalmente se utilizaron como control cuatro plantas de L. Safari Sunset, las cuales
no fueron inoculadas con el patégeno, pero si se les efectu6é un corte con un bisturi a 1cm por
encima del cuello, al igual como se hizo con aquellas plantas utilizadas en la prueba de

patogenicidad.

3.5. Descripcién del ensayo

La aplicacion de los tratamientos con el biocontrolador T. harzianum cepa nativa
Queule, se efectué 15 dias antes de la inoculacién con Fusarium sp., el 10 de septiembre de
2003, permitiendo asi un establecimiento adecuado en la zona del cuello de la planta y en el
suelo del biocontrolador. Empleando un aspersor manual, se aplicaron 50 ml por planta con las
siguientes concentraciones de conidias en tres tratamientos: 10’conidias ml™; 10® conidias mI™*
y 10° conidias mI™. La aplicacién fue hecha sobre el cuello de la planta, comenzando con el
tratamiento de la dosis méas baja, dejando escurrir la suspension hacia el suelo de las macetas.

El tratamiento con el fungicida Benomilo (Benex 50 WP) se aplicé ocho dias previos a la

inoculaciéon con Fusarium sp., el 16 de septiembre de 2003. Se asperjaron 50 ml por planta del
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mismo modo que la aplicacion de los tratamientos con T. harzianum. Fue utilizada una
suspension del producto de 1g L. Ademas se utilizé un tratamiento testigo el cual sélo fue
inoculado con el patégeno.

Los tratamientos evaluados para determinar la efectividad de Benex 50 WP vy
Trichoderma harzianum, en el control de Fusarium sp. en plantas de L. ‘Safari Sunset’ se

presentan a continuacién en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Tratamientos utilizados para evaluar el efecto preventivo de dosis comerciales de
Benex 50 WP y Trichoderma harzianum en el control de Fusarium sp., bajo condiciones de
invernadero en plantas de Leucadendron ‘Safari Sunset’. Temporada 2003/2004, Talca.

Tratamientos Dosis
Testigo 0
Benomilo (Benex 50 WP) 1gL?
T. harzianum 10’ conidias ml™
T. harzianum 10° conidias mI™*
T. harzianum 10° conidias ml™

3.6. Inoculacién con Fusarium sp.

La inoculacion se realizé el 24 de septiembre de 2003. El patdégeno fue reaislado desde
las plantas utilizadas en las pruebas de patogenicidad y a partir de éste se preparo el inéculo
como fue descrito anteriormente en el punto 3.4. Cada planta de Leucadendron ‘Safari Sunset’
del ensayo, fue inoculada con 10 ml de una suspension del hongo con una concentracién de
10° conidias mI™, con la ayuda de una jeringa estéril sobre una herida hecha con bisturi a 1 cm
por encima del cuello de la planta, desinfectando con alcohol al 70%, la superficie del tallo y el

bisturi utilizado.
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3.7. Evaluaciones

Se evalud la incidencia y severidad de la enfermedad sobre plantas de L. ‘Safari Sunset'.
Para esto se realizaron tres evaluaciones, a los 30, 45 y 60 dias después de inocular (DDI) el
patégeno.

La incidencia de la enfermedad se expresé en porcentaje (%), utilizando la formula

empleada por Ogawa (1986).

Incidencia (I) = N° de individuos afectados =100
Total individuos

Para determinar la severidad de la enfermedad sobre las plantas, se utilizé la siguiente
escala de nivel de marchitez, con sus respectivos porcentajes de hojas o brotes con sintomas
por individuo:

0 = Sin marchitez (0% )
1 = Marchitez leve (1 - 25%)
2 = Marchitez moderada (26 — 50%)

3 = Marchitez severa (> 50%)

3.8. Disefio experimental

En este ensayo se utilizé un disefio estadistico completamente al azar (DCA), con cinco
tratamientos y cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida
por diez plantas de Leucadendron ‘Safari Sunset'.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un Analisis de Varianza. En el caso en que
existieran diferencias significativas se utilizo el test de separacion de medias Tukey, con un

nivel de significancia de un 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ldentificacién del hongo Fusarium sp.

Para identificar a Fusarium sp. se consideraron caracteristicas tanto de coloracion del
micelio como morfoldgicas de los conidios. Asi, el color de las colonias en PDA varié a medida
que el cultivo envejecia. De esta forma, cultivos jovenes, presentaron una tonalidad rosada
palida, mientras aquellos mas envejecidos mostraron una coloracion purpura. Con relacion a la
forma de las conidias encontradas en el medio de cultivo PDA, se observaron formas de
medialuna constituidas por tres a cinco células y otras redondas formadas por una o dos
células, que corresponden a las macroconidias y microconidias del hongo, respectivamente,

segun lo descrito por Agrios (1996).

4.2. Pruebas de patogenicidad

Luego de haber transcurrido tres semanas desde la inoculacion de plantas de
Leucadendron ‘Safari Sunset’ con el hongo, se observaron los primeros sintomas asociados a
Fusarium sp. en una de las cinco plantas inoculadas. Las restantes manifestaron los sintomas

posteriormente, segun se presenta en el Cuadro 4.1.

Cuadro 4.1. Resultados de las pruebas de patogenicidad efectuadas sobre cinco plantas de L.
‘Safari Sunset’, inoculadas con el hongo Fusarium sp., bajo condiciones de invernadero.
Temporada 2003/2004, Talca.

Semanas después N°de plantas Incidencia (%)

de inoculacién enfermas
1 0 0
3 1 20
5 3 60
6 5 100
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La sintomatologia observada se manifestd inicialmente como marchitez en las puntas
de las hojas jovenes, la cual se hizo mas severa a medida que pasaban los dias. No se
presenté clorosis en las hojas, sino que éstas se necrosaron y se mantuvieron sujetas al tallo. El
marchitamiento y necrosis finalmente comprometieron al brote en su totalidad. Adicionalmente
se observé un pardeamiento de los haces vasculares sobre el cuello hasta la parte superior de
la planta. Posteriormente la necrosis se manifestd también en las hojas mas antiguas de las
plantas, produciéndose finalmente la muerte de éstas. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Swart et al. (1999).

De las cinco plantas inoculadas todas presentaron la sintomatologia antes descrita al
cabo de seis semanas después de la inoculacién con Fusarium sp., obteniendo una incidencia
de la enfermedad del 100%.

Con el objetivo de verificar si los sintomas eran originados por causa del patégeno
inoculado, se procedid a aislarlo desde los tallos de las plantas enfermas. De esta forma, se
obtuvo nuevamente Fusarium sp. en medio de cultivo PDA, cumpliendo asi con los postulados
de Koch.

Los resultados obtenidos anteriormente indican la patogenicidad de este aislado de
Fusarium sp. De acuerdo a esto se procedié a utilizarlo en los ensayos de evaluacion de
distintas alternativas de control para este patégeno.

Las cuatro plantas que no se inocularon con el patbgeno, no manifestaron ningun tipo
de sintoma, es decir permanecieron sanas, lo que significa que el hecho de hacer una herida en

la zona del cuello de las plantas, no causé marchitez.
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4.3. Evaluacién de Benomilo y Trichoderma harzianum cepa nativa Queule en el control

preventivo de Fusarium sp. en L. ‘Safari Sunset’

4.3.1. Incidencia de la enfermedad

Se detectaron diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre las medias de los
tratamientos en las tres evaluaciones correspondientes a los 30, 45 y 60 dias después de la
inoculacion (DDI) con el patégeno. Para cada una de las evaluaciones, las plantas tratadas con
Benomilo (Benex 50 WP) presentaron significativamente (p < 0,01) una menor incidencia de la
enfermedad con respecto al testigo, siendo de un 0% a los 30 DDI y de un 2,5% a los 45 y 60
DDI (Figura 4.1). Por otra parte, las plantas tratadas con las concentraciones de T. harzianum
10° y 10° conidias mI?, alcanzaron una incidencia de la enfermedad de un 5% y un 2,5%
respectivamente a los 30 DDI, no siendo estos valores significativamente distintos del
tratamiento con Benomilo para esta fecha de evaluacién. A los 45 DDI se observé nuevamente
el comportamiento anterior, con valores de incidencia de la enfermedad para los tratamientos
con T. harzianum 10®y 10° conidias mI™ de un 10% y un 7,5% respectivamente (Figura 4.1). Al
concluir las evaluaciones a los 60 DDI, sélo las plantas tratadas con la concentracion mayor de
T. harzianum (109 conidias mI™) no se diferenciaron significativamente de aquellas tratadas con
Benomilo, con niveles de incidencia de la enfermedad de un 7,5% (Figura 4.1).

El tratamiento de menor concentracién de T. harzianum (10" conidias ml™), mostr6
durante las tres evaluaciones diferencias estadisticas significativas respecto al tratamiento con
Benomilo, observandose una incidencia promedio de la enfermedad de un 20% a los 30 DDI y
de un 25% a los 45 y 60 DDI (Figura 4.1). No obstante, los valores para este parametro en los
tratamientos correspondientes a las tres concentraciones de T. harzianum, no difirieron

estadisticamente entre si, a los 45y 60 DDI (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Efecto de Benomilo y de tres concentraciones de T. harzianum, sobre el control
preventivo de Fusarium sp. en plantas de L. ‘Safari Sunset’.Temporada 2003/2004,
Talca.
Donde: TO: Testigo; T1: Benomilo (1g L™); T2: T. harzianum 10’ conidias ml™;
T3: T. harzianum 10° conidias mI™ T4: T. harzianum 10° conidias ml™.

@ | etras mintsculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Aquellos promedios
sefialados con la misma letra no difieren estadisticamente segtn Test de Tukey (HSD) (p < 0.05).

De acuerdo a los resultados se puede afirmar que bajo las condiciones de este ensayo
Benomilo, y T. harzianum en concentracién de 108 y 10° conidias ml™* serfan los mejores
tratamientos en cuanto a control preventivo, si se consideran los resultados de incidencia de
Fusarium sp. observados.

Estos resultados son comparables a los logrados por Cifuentes (2001), quien evalué la
efectividad de T. harzianum (109 conidias ml™) cepa nativa Queule sobre el control de Fusarium
solani en tomate, en postinfeccion, obteniendo porcentajes de incidencia de la enfermedad en
rangos que variaron entre un 9,2% y un 32,8% en seis mediciones efectuadas. Sin embargo se
debe considerar que en aquella investigacion se aplicé una dosis menor por planta del
biocontrolador (10 ml), respecto a la utilizada en este ensayo (50ml). Ademas, la aplicacion de
Trichoderma en dicha investigacion se efectué en postinfeccion.

Hasta el momento en Sudafrica (Lubbe, 2001) y Australia (Knox - Davies et al., 1986),
se ha utilizado Benlate (Benomilo), para controlar Fusarium spp. en proteas. No obstante, este

fungicida propicia la aparicion de resistencia en los patdégenos al presentar un modo de accién
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sitio - especifica (Alvarez, 1989). Por lo tanto, T. harzianum surge como una buena alternativa
para el control de este patdégeno en el cultivo de esta especie en Chile y en el mundo.

Ademas, durante muchos afios ha sido conocida la habilidad de estos hongos para
incrementar la tasa de crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial de su sistema radical.
Todavia no se conocen con certeza estos mecanismos. Recientemente, se encontré que una
cepa de Trichoderma contribuia al crecimiento en cuanto a profundidad de las raices en maiz,
haciendo a este cultivo mas resistente a la sequia (Harman, 2003).

Seria interesante en el futuro efectuar nuevas investigaciones con el fin de evaluar
distintas frecuencias de aplicacion de T. harzianum y ajustar el volumen de la suspension del
biocontrolador aplicada, con el objetivo de hacer que esta alternativa de control sea
econdmicamente sustentable para los productores de proteas. De igual forma, y de acuerdo a
los resultados obtenidos por Cifuentes (2001), se hace importante evaluar Trichoderma en esta

especie, en aplicaciones de postinfeccion.

4.3.2. Severidad de la enfermedad

En la primera evaluacion a los 30 DDI, los tratamientos con concentraciones de T.
harzianum 10’, 10% y 10° conidias mI™* mostraron sélo plantas afectadas por la enfermedad con
un indice de severidad 1, lo que equivale a una marchitez leve (Cuadro 4.2). Sin embargo el
tratamiento con la menor concentracién de T. harzianum (10’ conidias mI™), evidenci6 en esta
fecha de evaluacion un porcentaje de plantas con este grado de severidad estadisticamente
diferente, en comparacion a la mayor concentracion del biocontrolador y del fungicida utilizado,
no obstante, no presenté diferencias estadisticas respecto al testigo. Asi en este tratamiento, un
20% de las plantas afectadas por la enfermedad presentaron un indice de severidad 1. Sélo el
tratamiento testigo mostré para esta fecha de evaluacion plantas con indices de severidad 2.

Por otra parte a los 30 DDI no se observan diferencias estadisticas significativas entre
el tratamiento con Benomilo y los tratamientos con T. harzianum en concentraciones 10°y 10°

conidias mI™* para todos los indices de severidad.
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Cuadro 4.2. Efecto de Benomilo y tres concentraciones de T. harzianum cepa nativa Queule en
el control preventivo de Fusarium sp. en plantas de L. ‘Safari Sunset’. Porcentajes (%) de
plantas con distintos grados de severidad a los 30 dias después de inoculacion (DDI).
Temporada 2003/2004,Talca.

Tratamientos Dosis indice de Severidad (0 - 3)

0 1 2 3

Testigo 0 115 ¢? 40 ¢ 45b 0

Benomilo (Benex 50 WP) g L™? 100 a 0 a Oa 0

Trichoderma harzianum 10’ conidias ml™ 80 b 20 bc Oa 0

Trichoderma harzianum 10° conidias mI™ 95 ab 5 ab Oa 0

Trichoderma harzianum 10° conidias ml™ 97.5a 25 a Oa 0
Significancia w3 * * n.s.

. Valores promedios de cuatro repeticiones por tratamiento. Analisis basado en datos transformados a la funcién
arcsen (%)
: Valores seguidos por una misma letra en la columna no difieren estadisticamente segin Test de Tukey (HSD)

<

: EE _Aﬁfr:lnte significativo (p < 0,01). n.s.: no existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.

En la segunda evaluacion realizada a los 45 DDI, todos los tratamientos presentaron
plantas enfermas con indice de severidad 1. Los tratamientos con Benomilo y T. harzianum 10°
y 10° conidias mI™ no se diferenciaron estadisticamente entre ellos, mostrando un 2,5%, 7,5% y
7,5% respectivamente de plantas con dicho grado de severidad (Cuadro 4.3). Por otra parte, el
testigo y el tratamiento con T. harzianum (108 conidias mI™) mostraron plantas enfermas con un
indice de severidad 2. Ambos se diferenciaron significativamente en cuanto al porcentaje de
plantas con este nivel de severidad (Cuadro 4.3).

Los tratamientos correspondientes a las tres concentraciones de T. harzianum
presentaron un nimero de plantas con indice de severidad 1, estadisticamente igual, el que no
se diferencié del testigo como se observa en el Cuadro 4.3.

Finalmente sélo en el tratamiento testigo se observaron plantas con un indice de

severidad 3, correspondiendo a un 17,5% del total.
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Cuadro 4.3. Efecto de Benomilo y tres concentraciones de T. harzianum cepa nativa Queule en
el control preventivo de Fusarium sp. en plantas de L. ‘Safari Sunset’. Porcentajes (%) de
plantas con distintos grados de severidad a los 45 dias después de inoculacién (DDI).
Temporada 2003/2004,Talca.

Tratamientos Dosis indice de Severidad (0 - 3)
0 1 2 3
Testigo 0 5 ¢? 275b 50b 175b
Benomilo (Benex 50 WP) 1gL™ 975a 25a Oa Oa
Trichoderma harzianum 10 conidiasml* 75 b 25 b Oa Oa
Trichoderma harzianum 10° conidias ml™ 90 ab 75ab 25a 0a
Trichoderma harzianum 10° conidias mI™  92.5 ab 7.5ab 0a 0a
Significancia w3 o o *

: Valores promedios de cuatro repeticiones por tratamiento. Analisis basado en datos transformados a la funcién

arcsen (%)
. Valores seguidos por una misma letra en una columna no difieren estadisticamente segun Test de Tukey (HSD)
(p=0,05).
" **: Altamente significativo (p < 0,01).

En la tercera evaluacion a los 60 DDI, todos los tratamientos incluyendo el testigo
presentaron plantas con indice de severidad 1, cuyos porcentajes no difirieron estadisticamente
entre ellos. Por otra parte, plantas con indice de severidad 2 se observaron en todos los
tratamientos, excepto el con aplicacion de Benomilo, en el cual los indices de severidad sélo
alcanzaron el valor 1 (Cuadro 4.4). Sin embargo los tratamientos con T. harzianum en
concentracion de 10° y 10° conidias ml?, en los que algunas plantas mostraron un indice de
severidad 2, no fueron estadisticamente diferentes del tratamiento en el que se empleo el
fungicida tradicional (Cuadro 4.4).

Plantas con indice de severidad 3 fueron sélo observadas en el testigo (32,5% del total)
y en el tratamiento con T. harzianum en concentracién de 10° conidias ml™* (2,5% del total)

(Cuadro 4.4). Sin embargo ambos difirieron estadisticamente.
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Cuadro 4.4. Efecto de Benomilo y tres concentraciones de T. harzianum cepa nativa Queule en
el control preventivo de Fusarium sp. en plantas de L. ‘Safari Sunset’. Porcentajes (%) de
plantas con distintos grados de severidad a los 60 dias después de inoculacién (DDI).
Temporada 2003/2004,Talca.

Tratamientos Dosis indice de Severidad (0 -3)

0 1 2 3
Testigo 0 25 ¢? 12.5 52.5¢ 325b
Benomilo (Benex 50 WP) 1gL? 975a 25 0 a 0 a
Trichoderma harzianum 10’ conidiasml® 75 b 25 225 b 0 a
Trichoderma harzianum 10°® conidias mI* 85 b 5 7.5 ab 25a
Trichoderma harzianum 10° conidias mI®  92.5ab 25 5 a 0 a

Significancia #3 n.s. ok **

* valores promedios de cuatro repeticiones por tratamiento. Analisis basado en datos transformados a la funcion
arcsen (%)
. Valores seguidos por una misma letra en una columna no difieren estadisticamente segun Test de Tukey (HSD)
(p £ 0,05).
" *: Altamente significativo (p < 0,01). n.s.: no existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.

En sintesis, para las evaluaciones de severidad realizadas a los 30 y 45 DDI, Benomilo
y T. harzianum en concentracion 10° y 10° conidias ml® aparecen como los mejores
tratamientos, ofreciendo una alta proteccién a las plantas con elevados porcentajes de sanidad.

Al evaluar a los 60 DDI, cuando se alcanz6 en algunas plantas indices de severidad 2 y
3, las tres concentraciones del biocontrolador, aparecen como tratamientos efectivos. Sin
embargo si se considera el porcentaje de plantas sanas en esta fecha de evaluacién, sélo T.
harzianum en la mayor concentracién (10° conidias ml™) no difiere estadisticamente del

fungicida tradicional (Benomilo).
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5. CONCLUSIONES

En las pruebas de patogenicidad y en los ensayos de evaluacion de alternativas de
control los sintomas asociados a la presencia de Fusarium sp., fueron marchitez en las
puntas de las hojas jovenes, necrosis de los brotes, pardeamiento de los haces

vasculares y muerte de plantas.

El aislado de Fusarium sp. utilizado en este estudio resultd ser patogénico, habiéndose
demostrado a través de los postulados de Koch el ser el agente causal de los sintomas

observados a nivel de campo.

De acuerdo a los resultados de incidencia observados en el ensayo, el fungicida
Benomilo (Benex 50 WP) y el biocontrolador Trichoderma harzianum cepa nativa
Queule en las concentraciones de 10° y 10° conidias ml™, aplicados en preinfeccion en
plantas de Leucadendron ‘Safari Sunset’, bajo condiciones de invernadero son las
mejores alternativas de control de Fusarium sp., observandose una incidencia de la

enfermedad inferior a un 20%.

Concluyendo las evaluaciones de severidad, Benomilo y T. harzianum en las
concentraciones de 10° y 10° conidias ml™, aparecen como los mejores tratamientos
para el control del patégeno, mostrando niveles de severidad de 1 o inferior,

equivalentes a marchitez leve o sin marchitez.
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