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RESUMEN

Se estudio, en condiciones de campo, el efecto
de la aplicacion secuencial de los fungicidas
benomilo (sistémico) v mancozeb (de contacto), sobre
la colonizacion vesiculo-arbuscular  en raices de
plantas de trigo v sobre la produccion de esporas de
hongos formadores de micorrizasvesiculo- arbusculares

Estos fungicidas no afectaron laevolucion
de la colonizacion micorrizica de las raices, la cual
siguio  una curva sigmoide tipica en todos los
tratamientos;pero hicieron que variara la calidad de
lamisma, reduciendo el porcentaje de arbiisculos y
aumentando el mimero de vesiculas. Sin embargo la
aplicacién secuencial produjo una disminucion del
"plateau” de las curvas en las parcelas tratadas cuando
se las compara con la testigo.

El mitmero de sus esporas en el suelo no fue
afectado por estos tratamientos.

INTRODUCCION

El desarrollo v uso de fungicidas para el control
de enfermedades en plantas de interés agrondmico se
ha centrado en los efectos que estos productos poseen
sobre los patogenos. Sin embargo. estos compuestos
no son especificos para patégenos en particular. por
lo cual eliminan también una amplia variedad de otros
microorganismos que crecen normalmente en el suelo
(Domsch, 1964). Estudios recientes indican que ciertos
fungicidas previenen el desarrollo de hongos formadores
de micorrizas vesiculo - arbusculares (MVA) en raices

SUMMARY

[Effect of sequential application of fungicides on vesicular
- arbuscular mycorrhizal fungi in field conditions|

Two fungicides: benomyl and mancozeb were
applied sequentially on a wheat crop and their effects
on root colonization and spore number in rizospheric
soil was studied.

The sequential application of fungicides did not
affect the root colonization, but he percentage of
arbuscular infection and "plateau "was lower, and the
vesicle number was higher than in the control.

These treatments did not affect their spore
number in the soil.

de plantas hospedadoras.

Estas investigaciones son de particular
importancia si tomamos en consideracion que los
hongos MVA estan en asociacion simbidtica con gran
numero de plantas deinterés comercial, v el uso amplio
de elementos toxicos son . hoy en dia. practicas
agricolas corrientes.

Los hongos MVA, comunes en todos los suelos.
al asociarse con las raices de las plantas. mejoran la
toma de nutrientes, especialmente del fosforo. sobre
todo en suelos donde este elemento estd en
deficiencia (Gerdemann. 1975: Mosse & Tinker.
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1980). De alli que el valor de la aplicacién de
fungicidas como préciicaagricola. pueda ser parciaimen-
te compensada por los efectos colaterales de estos
productos sobre las poblaciones de MVA.

En la mayoria de los estudios de inieraccion
entre MVA vy el fungicida benomilo, se han utilizado
los datos de una sola cosecha, después de una unica
aplicacion del fungicida. generalmenic en plantas que
crecian en condiciones de invernadero (Boatman et
al.. 1978 Fiiter & Nichols, 1983 Jalali & Domsch,
1975; Manjunath & Bagyaraj, 1984 Plenchette & Perrin,
1992) o bien se han inientado estudios de planias
cosechadas secuencialmenie, pero también en ensayos
en macetas mantenidas en condiciones de invernaculo
(Bertoldi ¢t al., 1977. Hale & Sanders, 1982: Kough
et al.. 1987). Rhodes & Larsen (1981) estudiaron el
cfecto de dos aplicaciones secuenciales de este mismo
fungicida en cnsayos de campo.

El efecto del mancozeb sobre hongos MVA ha
sido poco estudiado. Plenchetie & Perrin, (1992) pro-
baron su accién sobre la colonizacidén de raices de
plantas de irigo y puerro en maceias en inveradculo.
Sieverding. ( 1991) también cita su uso en combinacién
con maneb en estacas de mandioca . las que eran
sumergidas en la mezcla y luego colocadas en macetas
en invernadero. Sreenivasa & Bagyaraj. (1989) uiilizaron
este fungicida para la produccion de indculo MVA.
Trappe et al.. (1984) en una revision de las reacciones
de hongos micorrizicos v pesticidas. citan el uso del
mancozeb por Jalali & Domsch: sin  embargo el
fungicida utilizado por estos autores es el maneb que
se diferencia del mancozeb por la falta de iones de zinc
en su molécula. ademas de ser mdas toxico que el
mancozeb.

El objetivo de este irabajo es estudiar el efecto
de 2 fungicidas: benomilo ¥ mancozeb, aplicados
secuencialmente, sobic la colonizacidén de raices de
plantas de irigo, la produccion de esporas en suelo
rizosférico de hongos MVA en condiciones de campo
y lainfluencia deestos agroquimicos sobre la morfologia
intraradicular de los endofitos vesiculo-arbusculares.

MATERIALES Y METODOS

El sitio donde se realizé csie estudio corres-
ponde a una parcela experimental la cual se sembro
con trigo. dentro de la Estacion Experimental de la
Facultad de Ciencias Agrariasy Forestales (U. N. L. P).

El suelo de la parcela corresponde a un Argiudol
tipico. con horizonte argilico a los 60 cm de profundidad.
conun ph de 3.8-6.2 v tenores de fosforo asimilable de

16 ppm.

Los tratamientos con fungicidas fueron los
siguientes:

Tratamiento 1: aplicacién de benomilo (Metil
i- (butylcarbamomyl) -2- benzimidazole carbamato).
250 g de ingrediente activo por hectarea, (dosis
comeicialmenie recomendada).

Tratamiento 2: aplicacion de mancozeb (produc-
to de coordinacién de iones de Zn con etilen-bis-
ditiocartbamato de Mn), 2 kg de ingrediente activo por
hectarea, (dosis coimercialmente recomendada).

Tratamiento 3: aplicacion combinando benomilo
y mancozeb en las mismas dosis que en los tratamien-
tos 1y 2.

Tratamiento 4: testigo no tratado, pulverizado
solo con agua.

La primeraaplicacion de los fungicidas se efectuo
a las 48 hs de realizada la siembra. antes de que las
semillas hubiesen germinado. Las restantes aplicaciones
fueron realizadas a intervalos mensuales.

Los muestreos se efectuaron periddicamente a
partir de los 20 dias de realizada la siembra y hasta
la madurez de las espigas.

Un gramo deraices cortadas en trozos de 1 cm
de longitud fue clarificado y tediido siguiendo la técnica
de Phillips & Hayman ( 1970). evaliandose la longitud
de la raiz colonizada, el porcentaje de infeccion
arbuscular y el niimero de vesiculas con el método
propuesto por Ocampo et al. (1980).

Laestimacién del nimerodeesporasde Endogo-
naceae en el suelo rizosférico se realizdé tamizando
50 g de suelo segin la técnica de Gerdemann &
Nicoison (1963) utilizando tamices con unporode 4235,
250, 105 y 75 um.

La observacion de los efecios de los fungicidas
sobre hongos MVA se hizo en condiciones de campo
con endodfitos nativos sin identificar ei simbionte
involucrado en la posterior colonizacién de las raices.

RESULTADOS

La evolucion de la micorrizacion de plantas de
trigo del tratamiento testigo y los 3 tratamientos con
fungicidas puede verse en la Figura 1.

Estos fungicidas no afectaron la evolucidon de
la micorrizacion, siendo la curva de colonizacion una
curva sigroide tipica, no obstante ios 3 tratamientos
con estos productos mostraron desde un comienzo
diferencias significativas en los porcentajes de coloni-
zacién cuando se los compara con el testigo. Los fungici-
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das benomilo y mancozeb cuando fueron probados
aisladamente, mostraron sus efectos nocivosen la mico-
K:izaci(')n a partir de la segunda aplicacién.La combi-
nacion de ambos fungicidas fue nociva para la
‘micorrizacion en plantas de 20 dias (Fig 1).

i En el tratamiento con benomilo se produjo una
estabilizacion del porcentaje de micorrizacion en
anlas de 40 a 68 dias en el que las plantas tenian
un 35,35% de longitud de raiz micorrizada incre-
‘_entz’mdose posteriormente hasta un 63.2% a los 124
dias (Fig 1).

En el tratamiento con mancozeb la fase
logaritmica dur6 hasta los 56 dias a partir de los cuales
e estabilizo alcanzando un 52,98% de micorrizacion
a los 124 dias (Fig.1).

‘ En el tratamicnto donde se combind benomilo
¢ mancozeb la colonizacidén se estabilizo entre 40
hasta 68 dias incrementandose hasta los 96 dias en
donde alcanzé un 62.15% (Fig 1.).

El porcentaje de infeccion medida en estado
arbuscular en cl tratamiento testigo se incremento
paulatinamente hasta alcanzar su maximo nivel en
plantas de 80 dias para luego decrecer y desaparecer
n plantas senescentes de 124 dias (Fig 2).

{ El tratamiento conbenomilo mostrd un porcentaje
mas bajo de arbusculos cuando se lo compara con el
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infeccion arbuscular. Enel tratamiento con mancozeb
su numero es relativamente bajo, su maximo nivel
ocurre en plantas de 112 dias. mientras que en el
tratamiento con mancozeb y benomilo entre los 56y
80 dias existe un "plateau" que decae bruscamente a
los 96 dias para desaparecer este tipo de infeccion a
los 112 dias (Fig 2).

El numero de vesiculas por cm de raiz se
increment6 en el tratamiento testigo durante la etapa
comprendida entre los 40 y 68 dias. alcanzando el
maximo de desarrollo a los 68 dias de crecimiento de
las plantas, manteniéndose su nimero casi constante
hasta el final del ensayo ( Fig. 3).

En los tratamientos con fungicidas las vesiculas
aparecieron en estadios posteriores de las plantas en
relacion a la parcela testigo, sin embargo su numero
fue marcadamente mds alto.

En el tratamiento conbenomilo aparecen vesiculas
en raices de plantas de 68 dias y su maximo nimero
sepresentaalos 124 dias. En el tratamiento con mancozeb
las vesiculas aparecen a los 68 dias de desarrollo de
las plantas y su niimero aumenta bruscamente para
alcanzar su nivel maximo a los 96 dias. En el
tratamicnto de benomilo y mancozeb aparecen vesiculas
a los 96 dias y su niimero es el maximo en esta etapa
(Fig 3).

No se observd efecto de ninguno de los
tratamientos sobre la produccién de esporas por los
endofitos MVA (Tabla 1).
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FIGURA 1. Hongosformadoresde micorrizas vesiculo-
arbusculares: evolucion en el porcentaje de longitud de la
raiz de trigo colonizada en suelos tratados con benomilo
y mancozeb y en no tratados (testigo). Cada valor es el
promedio de 5 repeticiones. Las barras verticales
representan el error estandard del promedio.
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FIGURA 2. Evolucion en el porcentaje de infeccion arbuscular en la raiz de trigo en suelos tratados con benomilo y
mancozeb y no tratado (testigo). Cada valor es el promedio de S repeticiones. Las barras verticales indican el eror
estandard del promedio. ’

FIGURA 3. Evolucion en el nimero de vesiculas por cm dela raiz de trigo en suelos tratados con benomilo y manco-
zeb v suelo no tratado (testigo). Cada valor es el promedio de 5 repeticiones. Las barras verticales indican el error
estandard del promedio. i
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TABLA 1
Numero de esporas en 50 g de suelo rizosférico. (Cada valor es promedio de 5 repeticiones)

|\ Edad de las Tratamientos
| Plantas Benomilo Mancozeb Benomilo+ Testigo
(en dias) Mancozeb

20 40+4.6 45+4.5 40+3.9 40+3.9
40 38+3.9 40+5.8 50+5 39+3.3
56 50+4.8 40£7.3 40+7.2 60+8.9
63 50+5.9 40+8.9 52457 © 5848
80 4579 3949 2 53489 60+10.2
96 423485 39+10 60£10 62+11,1
112 58+7.8 50+5.8 60+8.9 65+10.2
124 60+8.9 67+9.2 68+10 70+11.2

DISCUSION

El benomilo es probablemente el fungicida al
‘que mds atencién se le ha prestado. Menge (1982)
realiz0 una revision de su accion en relaciéon a otros
fungicidas. En 6 estudios analizados. el benomilo redujo
la infeccion MV A en 5 casos. En nuestro estudio, este
fungicida afectd la micorrizacion a partir de los 40 dias.
i A estas mismas conclusiones arribaron Bayley
& Safir, (1978): Fitter & Nichols. (1988): Manjunath
&Bagyaraj. (1984)y Plenchette & Perrin (1992), quienes
- encontraron que una aplicacién del benomilo reducia
la colonizacion de raices por parte de hongos MVA;
sin embargo Boatman et al. (1978). observaron que
la micorrizacion no era afectada por la aplicacion del
benomilo en suelos no esterilizados. sugiriendo la

] Jalali & Domsch (1975). por su parte, notaron
que este fungicida afectaba el desarrollo de MVA al
fratarse la semilla , pero no poseia efecto cuando se
ulverizaba laplanta. sugiriendoque este efecto inhibito-
rio en la semilla tratada podria debersea los residuos
‘el fungicida tomados por la semilla germinante y
ranslocados pasivamente durante el crecimiento de la
Tafz.

: Bertoldiet al. (1977). encontraron que en plantas
e cebolla que crecian en macetas. las sucesivas

de las raices. Encontraron que en un principio habia

aplicaciones del benomilo prevenian la colonizacién .

formacion de arbusculos y vesiculas pero que pronto
eran inhibidas. Inmediatamente al cesar las aplicaciones
del benomilo Ias raices eran colonizadas.

Hale & Sanders, (1982) probaron la aplicacion
de benomilo en macetas a los 39 dias de sembradas
las plantas de trébol rojo. Encontraron que en las
plantas tratadas el porcentaje de infeccion decayd en
un 38 % a los 6 dias posteriores a la aplicacion del
fungicida v en un 13 % a los 13 dias. Notaron que
mientras que en las plantas no tratadas el porcentaje
de colonizaciéon aumentaba, éste permanecia estatico
en las plantas tratadas. Observaron, ademads, que el
benomilo causaba colapsos anormales en los arbuisculos
y malformaciones y degeneraciones en las hifas internas.

Kough et al.. (1987) no observaron cambios en
la colonizacion deraices decebolla en macetas después
de los 3 dias de aplicado el benomilo. Estos autores
estudiaron la actividad de la succinato dehidrogenasa
en el micelio MVA y encontraron menor actividad en
plantas tratadas con fungicidas. A los 14 y 28 dias
de la aplicacién la cantidad y proporcion de raices
MVA decrecia en las plantas tratadas.

Rhodes & Larsen, (1981) encontraron que 2
aplicaciones debenomiloacampo, redujeron el desarrollo
micorrizico en comparaciéon al control .

El mancozeb. tiende a inhibir los hongos MVA
o la formacion de MVA a altas dosis, pero en dosis
normalesno parece afectar la micorrizacion ( Sreenivasa
& Bagyaraj. 1989). No obstante Plenchette & Perrin.
(1992) y Sieverding (1991). encontraron una reduccion
en los porcentajes de raices colonizadas cuando usaban
este fungicida. En nuestro ensayo. enrelacion al testigo.
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éste mostro efectos nocivos en la colonizacién deraices
de plantas detrigo 2l final de la estacion de crecimiento.

En la mayoria de los experimentos con MVA,
la evaluacién de la micorrizacién se hace al final del
desarrollo del hongo en la raiz. locual proporciona
datos erroneos sobre el efecio de los distintos factores
ambientales. manipulados o no, sobre la simbiosis
vesiculo - arbuscular ( Harley & Smith , 1983 ). Noes
facil evaluar los efectos de los fungicidas sobre los
elementos responsables de la fisiologia del hongo en
el interior de la raiz. En nuesiros experimentos, si bien
mediante la medida de la longitud de la raiz colonizada
se observa una accion general de les fungicidas sobre
las MVA, es sobre las estructuras fingicas donde los
efectos son mas patentes. La aplicacion de benomilo
y mancozeb produjo una reduccién mas drastica del
porcentaje de arbisculos, los cuales son los organos
mds importantes desde el punto de vista fisioldgico de
la simbiosis yva que es en esta estructura donde sc
produce el mayor intercambio de nutrientes entre el
endofito fungico v el hospedador ( Cox et al.. 1975 :
Scannerini & Bonfante-Fasolo. 1983).

Asimismo la aplicacién de estos 2 fungicidas
produjo el retraso en la aparicion delas vesiculas, cuyo
principal papel fisiologico parece ser el alimacenamiento
de sustancias de reserva ( Cooper. 1984).

Sieverding. (1991). en un experimento llevado
a cabo en invernadero. encontré que la mezcla de los
fungicidas mancozeb y maneb inhibian la produccion
de esporas de hongos micorrizicos a los 60 dias de
puestas las estacas de mandioca previamente embebidas
en la mezcla durante 15 minutos. Sin embargo al
momento de la cosecha final (a los 80 dias) no observod
diferencias con el control.

En nuestro ensayo el niimero de esporas ¢n cl
suelo no fue afectado por ninguno de los tratamientos
con fungicidas si lo comparamos con el testigo no
tratado. Esto es importante porque este lipo dc esporas
asegura a las MVA su sobrevivencia en los suclos
durante largos periodos de tiempo. Las esporas
predominantes fucron las del tipo amariilo vacuoladas
(Mosse & Bowen. 1968 } correspondientes a la especie

Glomus mosseae y en menor proporcion otras especies
de Glomus ain no identificadas.

CONCLUSIONES

Del andlisis de los resultados de los diferentes
tratamientos puede concluirse:

a) El benomilo y el mancozeb solos 0 en combi-
nacion, adosis recomendadasy aplicados secuencialmen-
te, afectan parcialmente el progreso de la colonizacion
de las raices por parte delos endofitos MVA. lo que
hace que la infeccion se mantenga en niveles inferiores
cuando se la compara al testigo no tratado.

b) Estos 2 fungicidas disminuyen el porcentaje
de infeccion arbuscular mientras aumentan considerable-
mente el namero de vesiculas en los estadios finales
de crecimiento de las plantas.

c) Tanto el benomilo como el mancozeb no
poscen efectos sobre la producciéon de esporas
(clamidosporas) en ¢l suclo rizosférico. por lo cual
la cantidad de propagulos en el suclo no es afectada
por su aplicacion.
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