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Resumen. La produccion de mani en Argentina
sufre severas fluctuaciones debido principalmente
al dafo provocado por enfermedades fungicas; su
control con productos sintéticos es ineficiente, sien-
do el control bioldgico una alternativa de manejo
que contribuiria a la sustentabilidad del sistema de
produccion. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de biocontrol y promocion de crecimien-
to en mani al inocular Trichoderma harzianum
CT306 y Bacillus subtilis CT104, en condiciones
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Abstract. Peanut production in Argentina
suffers severe fluctuations, mainly due to fungal
diseases and its control with chemical treatments
is inefficient, with biological control being a
management alternative that would contribute to
the sustainability of the production system. This
research aimed to evaluate the effect of biocontrol
and growth promotion on peanuts by inoculating
Trichoderma harzianum CT306 and Bacillus
subtilis CT104 under controlled conditions and
field. The tests were carried out in pots with
controlled conditions (25 °C, 12 hours light)
with peanut seeds Var. Granoleic infected with
Aspergillus flavus, Fusarium sp., Sclerotinia minor
and Thecaphora frezzi. In plants grown to 60 DDS,
absence of 4. flavus and Fusarium sp. when applying
biological alone and in combination; while the joint
application with 7. harzianum and Bacillus caused
the absence of S. minor and low incidence of 7.
frezzi. In field evaluations, biological treatments
increase the emergency percentage (37%) and at
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controladas y campo. Los ensayos se realizaron
en macetas con condiciones controladas (25 °C,
12 h luz) con semillas de mani Var. Granoleico
infectadas con Aspergillus flavus, Fusarium sp.,
Sclerotinia minor y Thecaphora frezzi. En plantas
crecidas hasta los 60 DDS, se observo ausencia de
A. flavus y Fusarium sp. al aplicar los biologicos
solos y combinados; mientras que la inoculacion
conjunta de 7. harzianum y Bacillus ocasiond au-
sencia de S. minor y baja incidencia de T. frezzi. En
las evaluaciones en el campo, los tratamientos con
biologicos aumentaron el porcentaje de emergencia
(37%) y al final del ciclo se registro reduccion del
14% de la incidencia de 7. frezzi, aumento de bio-
masa (27%), rendimiento (46%) y tamafio de grano
(34%) respecto al testigo, sin afectar el grado de
madurez alcanzado.

Palabras clave: Arachis hypogaea, rendimiento,
Agentes de Control Biologico.

La cadena agroindustrial de mani (A4rachis
hypogaea) en Argentina se ubica fundamental-
mente en la provincia de Cérdoba y actiia como
disparador del desarrollo local. Actualmente,
en el sistema de produccién de mani, se observa
una alta presion de enfermedades fingicas trans-
portadas por la semilla, como el carbon del mani
cuyo agente causal es Thecaphora frezzi y Tizdén
del mani ocasionada por Sclerotinia minor (INTA,
2018; Rosso et al., 2018). Esto adquiere una im-
plicancia relevante en la planificacioén del sistema
productivo a largo plazo y con importantes efec-
tos a nivel regional. Si bien, la aplicacién de fun-
gicidas sintéticos es la principal herramienta para
el control de este tipo de enfermedades, es inefi-
ciente y su uso tiene consecuencias controvertidas
sobre el ambiente, la salud humana y el equilibrio
en la microbiota edafica (Andrés et al., 2016). Para
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the end of the cycle there was a 14% reduction in
the incidence of 7. frezzi, an increase in biomass
(27%), yield (46%) and grain size (34%) with
respect to the check, without affecting the degree
of maturity reached.

Key words: Arachis hypogaea, yield, Biological
Control Agents.

The peanut agroindustry chain (Arachis
hypogaea) in Argentina is located mainly in
Cérdoba province and can be considered the
enabler of local development. Currently, the peanut
production system is under high pressure by seed-
transported fungal diseases, including peanut smut,
whose causal agent is Thecaphora frezzi, and peanut
blight caused by Sclerotinia minor (INTA, 2018;
Rosso et al., 2018). This has relevant implications
for the long-term planning of the production
system and important effects at the regional level.
Although the use of synthetic fungicides has been
the main tool for controlling this kind of diseases,
it has proven to be ineffective, with controversial
consequences for the environment, human health
and the balance of edaphic microbiota (Andrés et
al., 2016). An alternative has emerged to address
these limitations by using biocontrol as part of
sustainable crop management in order to improve
productivity by increasing the availability of
nutrients and phytopathogen protection (Sherathia
et al., 2016). The products used for biological
control are preparations of living or latent cells
of microorganisms that, when applied to the soil
or seed, favor the plant-rhizosphere relationship
(Bashan et al., 2013). So far, there are in vitro
studies on peanut about the benefits of applying
microorganisms (Ankati et al., 2018; Ganuza et al.
2017).Accordingto Bashanetal. (2013), theapplied
biologicals can directly or indirectly influence
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atender a estas limitantes surge como alternativa el
biocontrol en el marco de un manejo sustentable
de los cultivos, con la finalidad de mejorar la pro-
ductividad a través del incremento en la disponibi-
lidad de nutrientes y la proteccidn a fitopatdgenos
(Sherathia et al., 2016). Los productos empleados
en el control biologico, son preparaciones de células
vivas o latentes de microorganismos que aplicados
al suelo o a la semilla, favorecen la relacion planta-
rizosfera (Bashan et al., 2013). Existen hasta el mo-
mento, estudios realizados in vitro en mani acerca
del beneficio al aplicar microorganismos (Ankati
et al., 2018; Ganuza et al. 2017). De acuerdo a lo
propuesto por Bashan ef al. (2013) los bioldgicos
aplicados pueden influenciar en forma directa o
indirecta sobre el crecimiento vegetal al ejercer
control sobre los fitopatégenos y ademas producir
efectos promotores del crecimiento vegetal. Baci-
{lus es un género bacteriano de amplia distribucion
en los agro-sistemas (suelo, agua y planta) debido a
su habilidad para formar endosporas y su capacidad
para producir metabolitos antimicrobianos y anti-
fungicos (fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, lipo-
péptidos ciclicos) (Tejera-Hernandez et al., 2011,
Villarreal-Delgado et al., 2017). Bacillus activa
mecanismos de proteccion en plantas, los cuales
incluyen cambios estructurales en la pared celular
por acumulacion de lignina (Singh et al., 2016) y la
producciéon de flavonoides, fitoalexinas y auxinas
(Pretali et al., 2016). En los ensayos realizados por
Shifa et al. (2016), la aplicacion de B. subtilis a
semillas de mani y al suelo, redujeron significati-
vamente la poblacion de A. flavus; mientras que en
los granos disminuy¢ la infeccion y el contenido
de aflatoxina, evidenciando el efecto de B. subtilis
como agente de control biolodgico de hongos poten-
ciales generadores de aflatoxinas en mani. Tricho-
derma, es un hongo de amplia distribucion, de gran
adaptabilidad, facil reproduccion y capacidad anta-
gonica (Sharma y Gothalwal, 2017). En particular
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plant growth by controlling phytopathogens
as well as producing effects that promote plant
growth. Bacillus is a bacterial genus that is widely
distributed in agri-systems (soil, water and plant)
because of its ability to form endospores and
produce antimicrobial and antifungal metabolites
(phenazines, 2,4-diacetylphloroglucinol, cyclic
lipopeptides) (Tejera-Hernandez et al, 2011,
Villarreal-Delgado et al., 2017). Bacillus activates
protection mechanisms
structural changes in the cell wall caused by
lignin accumulation (Singh et al., 2016) and the
production of flavonoids, phytoalexins and auxins
(Pretali ef al., 2016). In trials conducted by Shifa et
al. (2016), the results showed that when B. subtilis
was applied to peanut seed and the soil, the 4.
flavus population decreased significantly, as well
as the infection and the aflatoxin content in grain;
this showed the effect of B. subtilis as a biological
control agent of fungi that can produce aflatoxins
in peanut. Trichoderma is a widely distributed
and highly adaptable fungus, of easy reproduction
and antagonistic capacity (Sharma and Gothalwal,
2017). Particularly in peanut, inoculation with
Trichoderma promoted plant growth, according
to Rojo et al. (2017). The proposed objective of
this study was to evaluate the biocontrol effect on

in plants, including

Aspergillus flavus, Fusarium sp., Sclerotinia minor
and Thecaphora frezzi, and growth promotion in
peanut by inoculating Trichoderma harzianum
and Bacillus subtilis under controlled and field
conditions.

The biological controls that were used, T
harzianum and B. subtilis, were isolated from peanut
production plots in Cordoba and identified as CT306
and CT104 strains, respectively; they belong to the
collection of Agri-food Quality Transfer Center,
Faculty of Agronomy Sciences, National University
of Cérdoba (FCA UNC). The antagonistic effect
of each microorganism was evaluated in vitro in
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en mani, la inoculacion con Trichoderma indujo el
crecimiento vegetal, de acuerdo a los propuesto por
Rojo et al. (2017). Se propone como objetivo de
este trabajo evaluar el efecto de biocontrol sobre
Aspergillus flavus, Fusarium sp., Sclerotinia minor
y Thecaphora frezzi 'y la promocion de crecimiento
en mani al inocular 7richoderma harzianum y Ba-
cillus subtilis en condiciones controladas y campo.

Los biologicos utilizados 7 harzianum 'y B. sub-
tilis fueron aislados de lotes de produccion de mani
de Cordoba e identificados como las cepas CT306
y CT104 respectivamente, y pertenecen a la colec-
cion del Centro de Transferencia de Calidad Agroa-
limentaria, Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad Nacional de Coérdoba (FCA UNC).
El efecto antagonista de cada microorganismo fue
evaluado in vitro en estudios previos. Se utilizaron
semillas de mani Var. Granoleico cosecha 2016/17,
provista por la empresa Aceitera General Deheza
S.A., General. Deheza, Cordoba, Argentina. En el
ensayo en condiciones controladas se evaluo la efi-
ciencia de control de los bioldgicos en estudio so-
bre los siguientes patdgenos asociados a semillas:
A. flavus, Fusarium sp., S. minor 'y T. frezzi. Estos
hongos se obtuvieron del cepario del Laboratorio
de Fitopatologia, FCA UNC, Argentina. Para la
inoculacion de las semillas de mani previamen-
te desinfectadas (hipoclorito de sodio 0.3% (v/v)
durante 10 minutos y enjuague posterior con agua
destilada estéril) con cada fitopatdgeno, se lavo su-
perficialmente la placa de cultivo puro con solucioén
salina estéril al 0.9%. La concentracion de la sus-
pension de esporas para A. flavus y Fusarium sp.
fue de 1x10° conidios mL"! y de 1x10° esclerocios
mL"! de S. minor. En el caso de T. frezzi la inocula-
cion de semillas se realizo recubriéndolas con una
suspension de teliosporas (1 g/25 mL de solucion
salina estéril). Posteriormente se procedio a la in-
festacion de 100 semillas por peleteo con cada hon-
go en estudio. El inoculo de 7. harzianum se obtuvo
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previous studies. For the study, peanut seed of the
Granoleico variety, 2016/17 harvest cycle, was
provided by the company Aceitera General Deheza
S.A., General. Deheza, Cordoba, Argentina. A trial
under controlled conditions was used to evaluate
the control efficiency of the studied biologicals on
the following pathogens associated with seeds: 4.
flavus, Fusarium sp., S. minor and T. frezzi. The
fungi were obtained from the culture collection
of the Phytopathology Laboratory, FCA UNC,
Argentina. To inoculate the peanut seeds, which
were previously disinfected with 3% (v/v) sodium
hypochlorite for 10 min and rinsed with sterile
distilled water, the surface of the pure culture plate
was washed with a 0.9% sterile saline solution. The
concentration of the spore suspension for 4. flavus
and Fusarium sp. was 1x10° conidia mL"' and
1x10° sclerotia mL™"! of S. minor. In the case of T.
frezzi, the seeds were inoculated by applying a coat
of teliospore suspension (1 g/25 mL of sterile saline
solution). Then, using the pelletizing method, 100
seeds were infested with each one of the studied
fungus. The 7. harzianum inoculum was obtained
in a malt extract medium for 7 days at 28 °C and
12-h light cycles. The B. subtilis inoculum was
prepared in an agar-potato-dextrose medium in a
rotary stirrer for 48 h at 25 °C.

The biocontrol of each pathogen with the
microorganisms was conducted separately, for
which pots 30 cm in diameter were filled with a
soil:sand (3:1) substrate, previously sterilized in
an autoclave (1 hour; 1 atm.). The pots were kept
in a chamber at 25 °C and 12-h light photoperiod.
The evaluated treatments were: a) the check (seed
infected with the pathogen in sterile substrate);
b) inoculation with 7. harzianum (seed infected
with the pathogen in a substrate inoculated with 7.
harzianum 1x108 conidia mL'; 1 L m® of substrate);
¢) inoculation with B. subtilis (seed infected with
the pathogen and after 24 h inoculated with B.
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en medio de cultivo de extracto de malta durante 7
dias a 28 °C con ciclos de 12 h de luz. Mientras que
el de B. subtilis fue preparado en medio agar papa
dextrosa en agitador rotativo durante 48 h a 25 °C.

El biocontrol de cada patégeno con los micro-
organismos se llevo a cabo por separado, para lo
cual se prepararon macetas de 30 cm de diame-
tro con sustrato compuesto por tierra: arena (3:1)
previamente esterilizado mediante autoclavavado
(1 hora; 1 atm.). Las macetas se mantuvieron en
camara a 25 °C y fotoperiodo de 12 h de luz. Los
tratamientos evaluados fueron: a) Testigo (semilla
infectada con patdégeno en sustrato estéril); b) ino-
culacion con 7. harzianum (semilla infectada con
patégeno en sustrato inoculado con 7. harzianum
1x108conidios mL™!; 1 L m?® de sustrato); ¢) inocu-
lacion con B. subtilis (semilla infectada con pato-
geno y a las 24 h inoculada con B. subtilis 2.5x10'"°
UFC en dosis de 100 mL/100 kg de semillas, en
sustrato estéril) y d) inoculacién combinada con 7T
harzianum y B. subtilis (semilla infectada con pa-
togeno y a las 24 h inoculada con B. subtilis y T.
harzianum en las mismas dosis y concentracion de
los tratamientos anteriores). El ensayo se condujo
en un disefio completamente al azar. Cada unidad
experimental estuvo constituida por cuatro macetas
por duplicados para cada tratamiento evaluado.
El ensayo se repitio completo dos veces. Desde
la siembra y hasta los 60 DDS (dias después de
la siembra) se evaluaron los signos y sintomas de
cada enfermedad por observacion visual, lupa es-
tereoscopica y microscopio optico, de acuerdo a la
descripcion presentada en el Cuadro 1. En funcion
del porcentaje de plantas con signos y sintomas de
la enfermedad se establecieron las siguientes cate-
gorias de incidencia: nivel bajo= 10% de las plan-
tas; nivel medio= 25% de las plantas, nivel alto=
50% de las plantas y ausencia= 0% de las plantas.
En todos los casos donde se detect6 enfermedad se
realiz un aislamiento e identificacion morfologica
para la confirmacién del patogeno.
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subtilis 2.5x10'° UFC using doses of 100 mL/100
kg of seeds, in sterile substrate); and d) inoculation
with a combination of 7. harzianum and B. subtilis
(seed infected with the pathogen and after 24
h inoculated with B. subtilis and T. harzianum
using the same doses and concentration of the
previous treatments). The trial was arranged in a
completely randomized design. Each unit of the
experiment consisted of four pots per duplicates for
each evaluated treatment. The trial was repeated
twice. From sowing and up to 60 DAS (days after
sowing), the signs and symptoms of each disease
were observed, visually and with a stereoscope and
an optical microscope, according to the description
shown in Table 1. Based on the percentage of plants
showing disease signs and symptoms, the following
incidence categories were established: low level=
10% of plants; intermediate level= 25% of plants;
high level= 50% of plants; no signs or symptoms=
0% of plants. In all cases where the disease was
detected, isolation and morphological identification
were conducted to confirm the pathogen.

In the field, the seeds were sown in the Peanut
Module of the FCA UNC Field-School (31° 28
49.42” S and 64°00 36.04” W), Coérdoba, Argentina.
The evaluated
(untreated seed); b) fungicide (pre-treatment with
Metalaxil-M 1.0 g/Fludioxonil 2.5 g; 750 cc/100 kg
seed); c) fungicide + 7. harzianum (pre-treatment
with fungicide + pre-inoculation with 7. harzianum
1 x 108 viable conidia mL'; 200 mL/100 kg seed +
adhesive); d) fungicide + B. subtilis (pre-treatment
with fungicide + pre-inoculation with B. subtilis
(2.5 x 10 ' UFC/L; 100 mL/100 kg seed); and ¢)
fungicide + 7. harzianum~+ B. subtilis (pre-treatment
with fungicide + pre-inoculation with 7. harzianum

treatments were: a) control

and B. subtilis at the same dose and concentration
as in the previous treatments). Each treatment was
sown rows 100 m long separated by a distance
of 70 cm and a distribution of 14 seeds per linear
meter. Each treatment was arranged in a completely
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Cuadro 1. Descripcion de signos y sintomas tenidos en cuenta para la categorizacion de plantas enfermas de mani en con-

diciones controladas

Table 1.Description of the signs and symptoms to classify infected peanut plants under controlled conditions.

Enfermedad

Signos y sintomas

Aspergillus flavus hipocétilo.

Fusarium sp.

Pérdida de turgencia de ramas y hojas.
Presencia de micelio algodonoso pulverulento en la base de la planta. Presencia de esclerocios negros

Sclerotinia minor
pequefios.
Thecaphora frezzi

Marchitamiento de rama principal y hojas.
Manchas oscuras en raiz principal con presencia de micelio y macroconidios en area vascular.

A la emergencia lesiones necroticas en cotiledones. Presencia de micelio en la unién de cotiledones con

Presencia de micelio dicaridtico en gindforos.

En el campo, la siembra se realiz6 en el Modulo
Mani del Campo Escuela de la FCA UNC (31° 28
49.42” S y 64° 00 36.04” O) Cordoba, Argentina.
Los tratamientos evaluados fueron: a) Testigo (se-
milla sin tratamiento); b) Fungicida (Pretratado con
Metalaxil-M 1.0 g/Fludioxonil 2.5 g; 750 cc/100 kg
semilla); ¢) Fungicida + 7. harzianum (Pretratado
con fungicida + Preinoculacion con T harzianum 1
x 10® conidios viables mL"'; 200 mL/100 kg semilla
+ adherente); d) Fungicida + B. subtilis (Pretratado
con fungicida + Preinoculacion con B. subtilis (2.5
x 10" UFC/L; 100 mL/100 kg semilla); ) Fungi-
cida + T. harzianum + B. subtilis (Pretratado con
fungicida + Preinoculacion con 7. harzianum y B.
subtilis en las mismas dosis y concentracion de
los tratamientos anteriores). Se sembraron cuatro
surcos de 100 m de longitud para cada tratamien-
to distanciados entre ellos 70 cm, con una distri-
bucion de 14 semillas por metro lineal. Se utilizo
un disefio de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones para cada tratamiento. Los datos fue-
ron relevados de acuerdo a un muestreo aleatorio
sobre los dos surcos centrales de todas las plantas
en 1 m% Las variables evaluadas fueron: porcenta-
je de plantas emergidas a los 28 DDS, crecimiento
de plantas medido como peso seco (PS) alos 30y
165 DDS (Pérez y Arguello, 1995). Al final del ciclo
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randomized design with four replications. The data
were collected by randomly sampling all the plants
from the two central rows in 1 m* The evaluated
variables were percentage of emerged plants at 28
DAS, plant growth measured as dry weight (DW) at
30 and 165 DAS (Pérez and Arguello, 1995). At the
end ofthe cycle (165 DAS), each replication of each
treatment was manually harvested to determine the
level of maturity, according to the husk scraping
method (Pérez et al., 2004), percentage of husks
infected with 7. frezzi (March and Marinelli, 2005),
husk and grain yield (qq/ha) and grain quality as the
percentage of confectionery grains corresponding
to 38/42, 40/50, 50/60 and 60/70 grains per
ounce. The data were subjected to an analysis of
variance (ANOVA), after validating the variance
homogeneity assumption using Levene’s test (o =
0.05). The means were compared using the LSD
test (p<0.05) with the InfoStat statistical software
(Di Rienzo et al., 2018).

According to the results shown in Table 2,
under controlled conditions the treatments with 70
harzianum and B. subitilis, alone and combined,
showed no Fusarium sp., while S. minor showed
a low level of incidence when the antagonist was
individually applied, and no disease symptoms

were observed when the treatments were
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(165 DDS) se procedio a la cosecha manual de cada
repeticion en cada tratamiento para poder determi-
nar: grado de madurez de acuerdo al método de
raspado de vaina (Pérez et al., 2004), porcentaje de
infeccion de vainas con 7. frezzi (March y Marine-
1li, 2005), rendimiento de vainas y granos (qq/ha)
y calidad granométrica como porcentaje de granos
confiteria correspondientes a 38/42, 40/50, 50/60
y 60/70 granos por onza. Las datos se analizaron
mediante el analisis de varianza (ANOVA), previa
validacion del supuesto de homogeneidad de va-
rianzas mediante la prueba de Levene (a = 0.05).
La comparacién de medias se realizé mediante test
LSD (p<0.05) con el paquete estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2018).

De acuerdo a los resultados presentados en el
Cuadro 2, en condiciones controladas los trata-
mientos con 7. harzianum y B. subitilis de forma
individual y combinados, mostraron ausencia de
Fusarium sp., mientras que S. minor mostrd nivel
de incidencia bajo con la aplicacion de los antago-
nista de forma individual y ausencia de la enferme-
dad al inocularlos de manera combinada. El control

combined. The 7. frezzi control was more effective
when the biocontrols were combined (Table 2).
However, when the biocontrols were applied alone,
T harzianum had better control than B. subtilis.
These results coincide with the results of Rojo et al.
(2007), who by applying T. harzianum ITEM 3636
on peanut seeds effectively controlled F. solani.
The authors state that this biocontrol proved to be
an efficient and competitive microorganism in the
rhizosphere. The effect observed when Trichoderma
is used could be related to complex mechanisms
possibly associated with the degradation of the
fungal walls, according to Howell (2003), Harman
et al. (2004) and Woo et al. (2006).

Preliminary evaluations in which peanut was
inoculated with B. subtilis showed effective control
of fungi associated with seed (Illa et a/., 2013). In
the results shown in Table 2, it must be highlighted
that the growth of the 4. flavus fungus was inhibited
when B. subtillis was inoculated in peanut. Similar
results were obtained by Shifa ef al. (2016), who
reported they inhibited the growth of 4. flavus
by 93-100% in dual crop trials and reduced the

Cuadro 2. Nivel de incidencia de hongos fitopatogénicos en mani en ensayos en

condiciones controladas.

Table 2. Level of incidence of phytopathogenic fungi in peanut trials under con-

trolled conditions.

Hongos fitopatogénicos

Tratamient .
ratatientos A. flavus Fusarium S. minor T frezzi

Testigo

semilla infectada en XXX XXX XXX XXX

sustrato estéril

Trichoderma ) ) % X

en sustrato

Baczllu; ) ) X XX

en semilla

Trich. + Bacillus ) ) ) X

sustrato semilla

Nivel de incidencia Bajo: X (10% plantas); Medio: XX (25% plantas); Alto: XXX
(50% plantas); Ausencia: -(0% plantas) / Level of incidence Low: X (10% of plants);
Intermediate: XX (25% of plants); High: XXX (50% of plants); No fungi: - (0% of

plants).
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de T. frezzi fue mas eficiente al aplicar los biocon-
troladores de manera combinada (Cuadro 2). Sin
embargo, al aplicarlos de manera individual se ob-
servo que T. harzianum presentd mejor control que
B. subtilis. Estos resultados coinciden con lo ob-
servado por Rojo et al. (2007) quienes al aplicar 7.
harzianum I'TEM 3636 en semillas de mani, logra-
ron un efectivo control de F. solani. Estos autores
sostienen que el bioldgico incorporado resultd ser
un microorganismo eficiente y competitivo en la ri-
zosfera. El efecto registrado al aplicar 7richoderma
estaria relacionado a complejos mecanismos posi-
blemente asociados a la degradacion de las paredes
del hongo de acuerdo a lo propuesto por Howell
(2003), Harman et al. (2004) y Woo et al. (2006).

En mani, evaluaciones preliminares inoculan-
do B. subtilis, demostraron un eficiente control de
hongos asociados a semillas (Illa et al., 2013). En
los resultados presentados en el Cuadro 2, se debe
destacar la inhibicion del crecimiento del hongo A.
Sflavus por la inoculacion con B. subtillis en mani.
Resultados similares fueron encontrados por Shi-
fa et al. (2016) quienes reportaron inhibicion del
crecimiento de A. flavus del 93 al 100% en ensayos
de cultivo dual y la disminucion en los porcentajes
de infeccion en ensayos de invernaculo y campo.
Estos autores resaltan la importancia de la aplica-
cion de Bacillus para lograr diminuir la presencia
de este hongo potencial generador de aflatoxina, lo
que representa un aporte a la produccion de mani
inocuo.

En los ensayos de campo la emergencia de plan-
tas a los 28 DDS (Cuadro 3) para todos los trata-
mientos aplicados, fue mayor respecto al Testigo
(p<0.05). Los tratamientos que incluyeron produc-
tos biologicos, mejoraron el porcentaje de plantas
emergidas respecto al tratamiento fungicida, sin
diferencias significativas entre los productos bio-
logicos ensayados. El incremento de la emergencia
en los tratamientos con biologicos pudo deberse
al control de hongos fitopatégenos asociados a las
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infection percentages in greenhouse and field
trials. The authors highlight the importance of
applying Bacillus to be able to reduce the presence
of this fungus that can produce aflatoxins, which
contributes to safe peanut production.

In field trials, the emergence of plants at 28 DAS
(Table 3) in all the applied treatments was higher
than that of the control (p<0.05). The treatments
that included biological treatments improved the
percentage of emerged plants compared to that of the
fungicide treatment, with no significant differences
between the biological products used. The increase
in emergence in the biological treatments could
be due to the control of phytopathogenic fungi
associated with peanut seed. In this regard, Marani-
Barbosa et al. (2013) informed that by efficiently
controlling A. flavus transported on the seed, they
improved peanut seedling emergence in the field.
Results in which a better effect was obtained by
applying a combination of a biological and a
fungicide, compared to the effect obtained when
applied alone, have been already described for
Bacillus (Illa et al., 2013; 2016) and Trichoderma
(Vinale et al., 2008). The plant growth measured at
30 DAS (Table 3) indicated that all the treatments
with biological products were better than the control
(p<0.05). In addition, no significant differences
were detected between the treatment with fungicide
and the evaluated biocontrols. At 165 DAS, the
positive effect of the applied biologicals, alone
and combined, was observed and was statistically
different from the fungicide treatment. So, the
application of biologicals improved plant growth
by 11.8% compared to the fungicide treatment, and
by 27.4% compared to the control. The average
value of mature husks was 29%, with no significant
differences between the evaluated treatments (Table
3). Based on the obtained results, we can conclude
that the maturity index behaved independently from
the sanitary status of the husks and the application
of the biocontrols.
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Cuadro 3. Emergencia, crecimiento de plantas y estado de madurez en mani como res-
puesta a diferentes tratamientos combinados de Trichoderma, Bacillus y Fungi-
cida aplicados en semillas.

Table 3. Emergence, growth and maturity of peanut plants in response to different com-

bined treatments of Trichoderma, Bacillus and fungicide applied to seed.

Crecimiento de plantas

Tratamiento Emeﬂﬁema 30 DDS 165 DDS Maf,i/urez
) mg PS/planta g PS/planta %)
Testigo 50¢ 116 b 472 ¢ 30a
Fungicida 70 b 130 a 573 b 27a
Fungicida + Bacillus 90 a 155a 630 a 3la
Fungicida + Trichoderma 80 a 147 a 641 a 29 a
Fungicida + Bac.+Trich. 90 a 160 a 680 a 27a

Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Letras iguales indican diferencias no
significativas LSD p<0.05/ Each value represents the average of four replications. Equal letters
indicate no significant differences LSD p<0.05.

semillas de mani. Al respecto, Marani-Barbosa et
al. (2013) informaron que el control eficiente de 4.
flavus transportado por la semilla, mejoro6 la emer-
gencia de las plantulas de mani en el campo. Re-
sultados detectados con mejor efecto al aplicar de
manera combinada un bioldgico mas fungicida que
de forma individual ya fue relatada tanto para Ba-
cillus (Ma et al., 2013; 2016) como para Trichoder-
ma (Vinale et al., 2008). El crecimiento de plantas
medido a los 30 DDS (Cuadro 3), mostr6 que todos
los tratamientos con productos biologicos supera-
ron al Testigo (p<0.05). Ademas, no se detectaron
diferencias significativas entre el tratamiento con el
fungicida y los de los biocontroladores evaluados.
Mientras que a los 165 DDS, se observo el efecto
positivo de los bioldgicos aplicados solos y com-
binados, presentando diferencia estadistica al tra-
tamiento fungicida. Asi la aplicacion de biologicos
mejoro el crecimiento en 11.8% respecto al trata-
miento fungicida y 27.4% en relacion al Testigo.
El valor promedio de vainas maduras fue del 29%,
sin diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (Cuadro 3). De lo expuesto se deduce
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Based on the results shown in Table 4, the husk
and grain yields were higher in all the treatments
compared to that of the control. In addition, the
application of biologicals, alone and combined,
increased grain yields by 45.2% compared to
those of the control, and by 9.4% compared to
the fungicide treatment. These results coincide
with the results obtained by Shifa et al. (2016),
who reported that when applying Bacillus and
fungicide (Tebuconazole) to peanut seeds, there
was an increase of around 40% in husk yield.
The percentage of grains of confectionary quality
(Table 4) did not show significant differences
among the treatments applied to the seeds, but it
did with the control. The yield increase appears to
be a consequence of the growth promoter effect of
the applied biologicals (Rojo et al., 2007). In this
regard, previous studies have shown that there is a
positive correlation between the growth achieved
by a peanut plant and its yield (Prassad et al.,
2009). The percentage of 7. frezzi incidence on the
husks was not significantly different between the
control and the fungicide treatment (Table 4). This
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que el indice de madurez se comportdé de manera
independiente al estado sanitario de las vainas y la
aplicacion de los biocontroladores.

En base a los resultados presentados en el Cua-
dro 4, el rendimiento de vainas y granos fue mayor
en todos los tratamientos respecto al Testigo. Ade-
mas, la aplicacion de los bioldgicos solos y combi-
nados logré aumentar los rendimientos en grano en
un 45.2% respecto al Testigo y 9.4% al compararlo
con el tratamiento fungicida. Estos resultados con-
cuerdan con Shifa et al. (2016), quienes reportaron
que al aplicar Bacillus mas fungicida (Tebuconazo-
le) en semillas de mani ocasiond un incremento de
alrededor del 40% en el rendimiento de vainas. El
porcentaje de granos de calidad confiteria (Cuadro
4) no mostro diferencias significativas entre los tra-
tamientos aplicados a las semillas, pero si con res-
pecto al Testigo. El incremento en los rendimientos
aparece como consecuencia del efecto promotor
del crecimiento por los bioldgicos aplicados (Rojo
et al., 2007). En relacién a ello, estudios llevados
a cabo han demostrado que existe una correlacion
positiva entre el crecimiento alcanzado por la plan-
ta de mani y el rendimiento (Prassad et al., 2009).
El porcentaje de incidencia de 7. frezzi en vainas no
fue significativamente diferente entre el Testigo y
el tratamiento Fungicida (Cuadro 4). Esto demostrd

fact demonstrated that the synthetic product did not
control the disease, in contrast with what Astiz and
Wojscko (2011) observed in vitro, and Buffoni and
Marraro (2010) in Colorado peanut in field trials. It
must be highlighted that controlling this disease is
relevant because of the important losses it causes
and its potential spread to new crop areas (Ganuza
et al., 2017). The treatments with B. subtilis and T.
harzianum that were applied, alone and combined,
did not show significant differences (p<0.05)
between them, but they did when compared to the
control and the fungicide treatment. The results
obtained when biocontrols were applied show
a decrease in 7. frezzi incidence. This coincides
with the results obtained by Ganuza et al. (2017),
who evaluated peanut seeds inoculated with 7.
harzianum ITEM 3636, and controlled 7. frezzi by
17% and 25%, depending on the evaluated year.

It is important to highlight that pre-treating seed
with biologicals is an alternative for controlling
this severe disease that reduces yields more than
30%, making peanut production economically non-
viable (Paredes et al., 2017). The results of this
study show that there are benefits when applying
B. subtilis and T. harzianum to peanut, from the
phytosanitary perspective and for increasing yield.
It should also be noted that numerous studies have

Cuadro 4. Rendimiento de vainas y granos e incidencia de 7. fiezzi en mani, con diferentes tratamientos combina-

dos de Trichoderma, Bacillus y Fungicida aplicados en semillas.

Table 4. Husk and grain yield and incidence of 7. fiezzi in peanut, with different combined treatments of Zricho-
derma, Bacillus and fungicide applied to seeds.

Tratamiento

Rendimiento vainas Rendimiento granos

Granos confiteria

Incidencia T. frezzi

qq/ha qq/ha % %
Testigo 378 ¢ 257 ¢ 39.5b 28.3a
Fungicida 62.5b 42.5b 594 a 30a
Fungicida + Bacillus 65.1a 473 a 61.2a 1530
Fungicida + Trichoderma 649 a 455a 60.9 a 17.5b
Fungicida + Bac.+Trich 68.3a 479 a 59.8a 12.7b

Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Letras iguales indican diferencias no significativas LSD p<0.05
/ Each value represents the average of four replications. Equal letters indicate no significant differences LSD p<0.05.
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que el producto sintético no controlo la enfermedad
en contraposicion a lo propuesto por Astiz' y Wo-
jscko (2011) in vitro y Buffoni y Marraro (2010)
en mani Colorado en ensayos de campo. Es de des-
tacar que el control de esta enfermedad se vuelve
relevante debido a las importantes pérdidas ocasio-
nadas y su posible expansion hacia nuevas areas de
cultivo (Ganuza et al., 2017). Por su parte, los tra-
tamientos con B. subtilis y T. harzianum aplicados
de forma individual y combinados, no mostraron
diferencias significativas (p<0.05) entre ellos pero
si al compararlos con el Testigo y el tratamiento
con Fungicida. Los resultados obtenidos al aplicar
biocontroladores muestran una disminucion en la
incidencia de 7. frezzi. Esto concuerda con lo infor-
mado por Ganuza et al. (2017) al evaluar semillas
de mani inoculadas con T, harzianum ITEM 3636,
quienes observaron un control de 17% y 25% de T.
frezzi, dependiendo del afio evaluado.

Es importante destacar que el pretratamiento
de semillas con bioldgicos, se constituiria en una
alternativa a considerar para el control de esta se-
vera enfermedad que disminuye en més del 30% el
rendimiento, haciendo inviable econdmicamente la
produccion (Paredes et al., 2017). Los resultados
de este estudio demuestran que hay beneficios al
aplicar B. subtiliss y T. harzianum en mani, desde
el punto de vista sanitario como en el incremento
del rendimiento. Ademas, se debe tener en cuen-
ta que numerosos estudios han demostrado la ino-
cuidad de estos microorganismos y que no existen
restricciones en los cddigos alimentarios al regis-
trar su presencia en granos. La inoculacion con T
harzianum'y B. subtilis en condiciones controladas
mostré la actividad antifingica sobre los patogenos
A. flavus, Fusarium sp., S. minor'y T. frezzi en plan-
tas de mani a los 60 DDS. El mejor control se lo-
gro6 con la aplicacion combinada de los biologicos
evaluados. En los ensayos de campo, la aplicacion
de los productos biologicos solos y combinados,
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shown that these microorganisms are safe and that
there are no restrictions in the food codes when
their presence is detected on grains. Inoculation
with 7. harzianum and B. subtilis under controlled
conditions showed antifungal activity on the
pathogens A. flavus, Fusarium sp., S. minor and T.
frezzi in peanut plants at 60 DAS. The best control
was achieved when the evaluated biologicals
were combined. In field trials, the application of
biological products, alone and combined, improved
emergence at 28 DAS and plant growth at 165
DAS. This resulted in higher husk and grain yield,
increase in the proportion of bigger grains, without
affecting the maturity level. At the end of the cycle,
the application of the evaluated biologicals reduced
T frezzi incidence by 14% compared with the
control and the fungicide. The biocontrolling and
stimulating effect of T. harzianum and B. subtilis
on peanut growth suggests that their application
will benefit the crop and can be considered a
technological strategy to be added during sowing.

End of the English version ~—~—~~—~—~

mejor6 la emergencia a los 28 DDS y el crecimien-
to de las plantas a los 165 DDS. Esto result6 en
mayor rendimiento de vainas y granos, aumento
de la proporcién de granos con mayor tamafio sin
afectar el grado de madurez. Al final del ciclo, las
aplicaciones de biologicos evaluadas disminuyeron
un 14% la incidencia de 7. frezzi, respecto al Testigo
y al fungicida. El efecto biocontrolador y estimulan-
te de 7. harzianum y B. subtilis en el crecimiento
del mani, sugiere que su aplicacion resultaria bene-
ficiosa al cultivo y puede considerarse como estra-
tegia tecnologica para adicionar al momento de la
siembra.
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