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Palabras clave: Resumen. El carbén del mani es una enfermedad endémica del centro-sur de la
m pro'vincia'de Cérdoba que ocasiona ’pérdidas significativas' en lotes produ§tivos.
La intensidad de la enfermedad esta marcadamente relacionada con el nimero
Kranz, de teliosporas presentes en el suelo al momento de la siembra. El objetivo de este
trabajo fue determinar el nUmero de muestras mas adecuado (TOM) para la cuan-
tificacién de la densidad de indculo de Thecaphora frezii en suelo, mediante mé-
teliosporas, todo analitico y método gréfico propuesto por Kranz y el andlisis de la dispersion
del patdgeno. Se efectud un ensayo en un lote de produccién con alta densidad
de in6culo de carbdn. Se realizé un muestreo en W en cinco sitios y se obtuvieron
un total de 200 muestras. La densidad de indculo se estimé por conteo directo de
las teliosporas observadas en microscopio éptico en 40x. Se concluyé que la utili-
zacion de los valores mas bajos de coeficiente de variacién en el método analiti-
co incrementa significativamente el nimero de muestras. Empleando el método
grafico, el TOM es menor al obtenido mediante el método analitico. Por ultimo, la
cantidad de indculo de carbdn del mani presente en un lote cercano a una planta
de proceso, es inversamente proporcional a la distancia del mismo a esa fuente.
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——s Abstract. Peanut smut is an endemic disease in the center-south of the province

Thecaphora frezii, of Cérdoba that has caused significant losses in productive lots. The intensity of
the disease is markedly related to the number of teliospores present in the soil
at the time of sowing. The objective of this work was to determine the most ad-
Optimum simple size, equate number of samples for the quantification of the density of inoculum of
Thecaphora frezii in soil, by means of analytical method and graphical method
proposed by Kranz and the analysis of the dispersion of the pathogen. An assay
peanut. Was carried out in a production batch with high density of carbon inoculum. W
was sampled at five sites and a total of 200 samples were obtained. The inocu-
lum density was estimated by direct counting of the teliospores observed in an
optical microscope at 40x. It was concluded that the use of the lowest variation
coefficient values in the analytical method significantly increases the number of
samples. Using the graphical method, the optimum sample size is lower than that
obtained by the analytical method. Finally, the amount of inoculum of the smut
peanut present in a lot near a processing plant is inversely proportional to the
distance of the same to that source.
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INTRODUCCION

En Argentina, y en la Ultima década, la provincia de
Cordoba es la que posee mas del 90 % de la super-
ficie cultivada con mani (Arachis hypogaea L.) y la
totalidad del procesamiento (Busso et al., 2004; Bar-
beris et al., 2010).

En cuanto a las “Regiones maniseras dentro de Cor-
doba” La Region Norte contempla los departamen-
tos Tercero Arriba, Rio Segundo, General San Martin
y Juarez Celman; la Regién Centro a los departamen-
tos Rio Cuarto y Presidente Roque Saenz Pefia; la Re-
gioén Sur al departamento General Roca.

En Argentina la produccion de mani se vio despla-
zada geograficamente desde el norte y centro de la
region manisera cordobesa hacia los departamen-
tos ubicados mas al sur de la misma (Busso et al.,
2004; March y Marinelli, 2004b). Si bien su origen
tuvo que ver con la concentraciéon de la industria en
los departamentos del sur, este desplazamiento se
acentud como consecuencia de las pérdidas causa-
das por hongos del suelo (Busso et al., 2004; March
y Marinelli, 2004a).

Como el mani desarrolla los frutos debajo del sue-
lo, muchos patdgenos que sobreviven en el mis-
mo, pueden afectar raiz, gindforos, frutos (cajas) y
semillas. Entre las enfermedades mds importantes
se sefialan al marchitamiento del mani (Sclerotium
rolfsii), tizon (Sclerotinia minor, Sclerotinia sclero-
tiorum), podredumbre parda de la raiz (Fusarium
solani) y carbdn del mani (T. frezii) (March y Mari-
nelli, 2004a). De ésta ultima faltan conocer aspec-
tos vinculados a su epidemiologia, siendo algunos
de ellos fundamentales para el desarrollo de tacticas
de manejo (Marinelli et al., 2010).

Es una enfermedad que incide de manera brusca so-
bre el rendimiento por afectar directamente el érga-
no cosechable y produce sintomas en el hospedante
como hipertrofia en frutos, y consistencia esponjosa
de los mismos. Al abrirlos, una o varias semillas es-
tan carbonosas; las semillas que se encuentran afec-
tadas pueden tener pequefias areas hipertrofiadas y
con decoloracidn del tegumento o presentar los sin-
tomas en la totalidad de la semilla; debajo de éste
tegumento se encuentra una masa carbonosa com-
puesta por las teliosporas del patdgeno solitarias o
en glomérulos de hasta ocho esporas (Marinelli y
March, 2004).

El carbdn, de presentarse por primera vez en Pam-
payasta, Villa Ascasubi y Ticino (Zona Norte del area
manisera de Cdrdoba, Argentina) en la campafia
1994/95, pasé a manifestarse todos los afios, en
otros lugares e inclusive a presentar caracteristicas
epidémicas en varios lotes de produccién (Marine-
lli et al., 1995). Para la campafia agricola 2012/13,
se cuantificd para la regidn centro-norte una preva-
lencia del 37 % e incidencia del 0,5 al 55 % y para
la regién sur una prevalencia del 22 % con valores
de incidencia que oscilaron entre el 0,05-0,6 %
(Marinelli et al., 2010). Un relevamiento realizado
en 2015/2016 de lotes pertenecientes a las zonas
norte, centro y sur, arrojo una prevalencia de la en-
fermedad del 100 % con incidencias mayores en los
departamentos del norte, donde se registraron pér-
didas superiores al 11 % traducido a un valor de 167
millones de pesos. Uno de los lotes donde se cuanti-
ficé la mayor incidencia se ubicé en General Cabrera
perteneciente al Departamento Juarez Celman con
incidencia de 52 % y porcentaje de pérdida de 35
% en la produccion de grano. La zona Sur, drea de
mayor produccién de mani, cuenta con los menores
valores de indice de severidad e incidencia (0,04 y
1,32 %, respectivamente), y un porcentaje de pérdi-
da de la produccién de 0,74 % lo que se traduce en
pérdidas de mas de 15 millones de pesos (Paredes
etal., 2016).

Como este trabajo se vinculd directamente con la
cuantificacion del indculo que ocasiona la enferme-
dad, fue necesario usar el muestreo de suelo para
salvar las limitaciones practicas en la evaluacién de
un lote comercial, donde es imposible medir la tota-
lidad de las unidades de la poblacidn. La precisién y
exactitud de una muestra es directamente propor-
cional al tamafio de la misma, por lo cual determinar
un numero 6ptimo de unidades resulta fundamen-
tal a la hora de analizar el comportamiento de una
enfermedad (Mora Aguilera et al., 2001).

Considerando que para el carbén del mani no hay
suficiente informacién acerca de su epidemiologia,
como se expresd anteriormente, se propuso como
objetivo de este trabajo determinar el Tamafio Op-
timo de Muestra de un lote de mani infestado con
Thecaphora frezii y analizar la contaminacién dife-
rencial del suelo con teliosporas segun la ubicacion
de una fuente de indculo.
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MATERIALES Y METODOS
Descripcion del area de estudio

En un lote de produccién de 80 ha, ubicado en la
proximidad de una planta procesadora de mani en
la zona rural de Charras, se efectué un ensayo para
la determinacion del nimero éptimo de muestras
para la cuantificacién de la densidad de indculo de
T. frezii.

El lote (33200°43”S- 64203’'09”W) tenia un historial
productivo de 10 afios con el cultivo de mani, con
presencia de carbdn en las Ultimas cinco campafias
y se hallaba lindero a una planta de procesamiento
de mani que aun en la actualidad recibe materia pri-
ma (mani con caja) de diversos lotes de la zona, pro-
duciéndose todo tipo de manipuleo del producto,
como limpieza, secado, descascarado, etc.

Charras es una localidad de la provincia de Cérdo-
ba- Argentina, situada en el departamento Juarez
Celman a una distancia de 35 km al noreste de la
ciudad de Rio Cuarto. Se ubica en una zona semidri-
da de produccion agricola, el régimen térmico se ca-
racteriza por tener una temperatura media anual de
16 °C y una amplitud térmica de 14 °C, el periodo
libre de heladas es de 265 dias. La pluviometria de
la zona es de 800 mm anuales, con una distribucion
estacional de tipo monzdnico, por lo que el invierno
es seco. Los suelos son ricos en limo, bien drenados,
fértiles y productivos; presentan como desventaja
susceptibilidad al “planchado”, fendmeno en el que
se destruye la estructura superficial del suelo, pro-
ducto del impacto de las gotas de lluvia sobre el sue-
lo desnudo. La mayoria de los suelos son clase Il y
IV de acuerdo a la clasificacién que hace el USDA por
capacidad de uso.

Procedimiento de muestreo

En el lote bajo estudio se establecieron cinco sitios
de muestreos que fueron ubicados segln un disefio
en W por tratarse de un hongo cuyo habitat natural
es el sueloy por lo tanto se distribuye en forma agre-
gada. Los sitios 1, 2, 4 y 5 se ubicaron a 20 surcos de
los laterales y 10 m de las cabeceras, mientras que el
sitio 3 se ubicd en el centro del lote.

Sobre cada brazo de estas W se obtuvieron 10 mues-
tras, lo que arrojaria un total de 40 muestras por
cada sitio. Cada muestra estuvo conformada por 10

submuestras (sobre 1 m de surco) obtenidas con un
sacabocado de 5 cm de diametro y 10 cm de profun-
didad. Esto significd que el volumen aproximado de
cada submuestra de suelo fue de 62,5 cm?, lo que
equivale aproximadamente a 81,25 g considerando
una densidad de suelo de 1,3 g/cm?3. Cada muestra
fue numerada en forma correlativa en cada sitio (1-
1.....1-40;.....4-1.....4-40) y marcada con una estaca.

Las muestras estaban separadas lateralmente entre
si por cinco surcos y longitudinalmente por cinco
metros; por lo que cada brazo abarcé aproximada-
mente 1500m?, y cada W ocupé alrededor de 0,7 ha.

Determinacion del tamafo d6ptimo de muestra
(TOM)

Meétodo analitico. De acuerdo a la férmula n= S%/(x?.
CV?), en la cual n es el nimero dptimo de muestras,
x la media de la densidad de inéculo consideran-
do 40 (10 muestras por cada brazo de la W), 20 (5
muestras por cada brazo de la W), y 12 (3 muestras
por cada brazo de la W) en cada sitio de muestreo,
S? la variancia de la densidad inéculo para cada caso.
Para cada niumero de muestras total por sitio (12,
20, 40) se pre-establecieron errores aceptables de 5,
10y 20% (CV=0,05,0,1y0,2) (Campbell y Madden,
1990).

Una vez obtenida la tabla resumen con los resulta-
dos, se procedid a la realizacién del ANAVA, y poste-
riormente el método de comparacion LSD Fisher, y
se compararon los diferentes tratamientos (12, 20y
40 muestras) utilizando un mismo CV y consideran-
do los cinco sitios de muestreo.

Método grdfico propuesto por Kranz (1988). Se con-
sideraron diferentes nUmeros de muestras (12, 20 y
40) en los distintos sitios de muestreo. Para realizar
esta metodologia se estimd la media y la desviacidn
estandar de la cantidad de indculo obtenido. Los
datos se graficaron en un grafico de doble eje “y”
en el cual constan los desvios y las medias, mientras
que el tamafo de muestra figura en la abscisa (eje
x). De acuerdo a este método, cuando ambas curvas
se estabilizan (curva de desvio y curva de media) se
toma como tamafio dptimo de la muestra el nimero

correspondiente en la abscisa.
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Determinacion de la densidad de in6culo

La cantidad de indculo por gramo de suelo se esti-
mo por conteo directo de teliosporas observadas
a microscopio en 40x, contenidas en microgotas
de 2,5 pul, obtenidas de una suspensién de 2 g de
suelo en 50 ml de agua. Para ello, se procedid a ho-
mogeneizar, es decir, romper los terrones y mezclar
manualmente las muestras de suelo, las cuales se
encontraban en bolsas referenciadas. De cada bolsa,
se extrajo una alicuota de 2 g y se le adicionaron 50
ml de agua. Con una pipeta graduada, se tomd de
dicha solucidn, 9 gotas de 2,5 pl y mediante obser-
vacion al microscopio se cuantificaron el nimero de
teliosporas presentes en cada gota. De los valores
obtenidos para las 9 gotas, se calculd el promedio y
se realizé el pasaje del valor obtenido en nimero de
teliosporas/0,0001 g de suelo (equivalente a 2,5 pl)
a numero de teliosporas/g de suelo.

Determinacion del nivel de inéculo segun distancia
a la fuente de teliosporas de carbdn (planta proce-
sadora de mani).

Para determinar diferencias entre el nivel de indculo
de diferentes sitios de muestreo, segun la cercania
de los mismos a la planta procesadora de mani, con-
siderada en éste trabajo como una fuente importan-

te de indculo, se utilizd la prueba de comparacion
ANAVA segun test LSD Fisher. El lote se dividié en
tres con una linea imaginaria; por lo que llamaremos
“tratamiento a” al sector mas cercano a la planta
procesadora de mani, “tratamiento b” al sector in-
termedio y “tratamiento c” al sector mas alejado de
la misma. Para cada tratamiento se utilizaron ocho
repeticiones, considerando una repeticion al pro-
medio del n° de teliosporas/g de suelo de cada uno
de los brazos de las W.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del tamaio 6ptimo de muestra en
distintos sectores del lote, siguiendo un disefio en
W mediante el método analitico.

Para cumplir con este objetivo se utilizd el método
analitico utilizando ecuaciones matematicas.

En la siguiente figura constan los valores obtenidos
de TOM segun diferentes nimeros de muestras uti-
lizadas y coefictientes de variacién para el método
analitico.

Si bien se observo variacion en el TOM a diferentes

500

Il 40 MUESTRAS

F=120 MUESTRAS

TOM (promedio)

12 MUESTRAS

CV:0,05

Cv0o,1

Figura 1. Nimero promedio de TOM de los cinco sitios de muestreo segun diferentes numeros de muestras

tomadas y CV (0,05; 0,1; 02).

21



Revista Cientifica FAV-UNRC Ab Intus
2018, 1 (1): 18-26 ISSN 2618-2734

CV, no se registraron diferencias estadisticamente
significativas respecto al nimero de muestras ana-
lizadas (12, 20 y 40) dentro de cada valor seleccio-
nado de CV. Como se puede observar en la figura 1,
se visualiza una fuerte tendencia en la disminucion
de los TOM cuando el CV pasa de 0,05 a 0,2, no asi
cuando se analizan 40 muestras respecto a las 12
muestras. Estos resultados son de mucha impor-
tancia en la prdctica, ya que, segln la prueba de
comparacioén, es indiferente tomar 250 muestras
0 400 muestras, pero cuando hay que llevarlo a la
practica son 150 muestras menos, lo que resulta en
menor costo en el muestreo y en la cuantificacion
de laboratorio. Al respecto, March et al. (2009), ex-
presan que la eficiencia del muestreo tiene que ver
con el tiempo empleado en la operacién a campo y
en laboratorio, con el costo que implican los jorna-
les/viaticos, el transporte hacia el lugar de obten-
cion de las muestras, el procesamiento y el uso de
alguna técnica especifica en laboratorio.

Determinar el tamafio 6ptimo de muestra en
distintos sectores del lote, siguiendo un disefio en
W mediante el método grafico.

En la figura 2 se pueden observar las representa-
ciones graficas de los valores de media y desvio es-
tandar de los datos obtenidos a partir de las mues-
tras tomadas en los diferentes sitios de muestreo
dentro del lote. Los datos graficados se expresan
en teliosporas/g de suelo. Para determinar el TOM
se observod a partir de qué nimero de muestras se
estabilizaron las curvas de media y desvio estandar
simultdneamente.

Segun se observa en las figuras, en el primer sitio de
muestreo el TOM fue de 23 muestras (Figura 2-A).
En el sitio N°2 fue de 31 muestras (Figura 2-B). Es-
tas dos localizaciones fueron las mas cercanas a la
planta procesadora de mani. En el sitio de muestreo
N° 3 el TOM fue de 25 muestras (Figura 2-C). Por su

parte, en el sitio de muestreo N° 4 no fue suficiente
el nimero de muestras tomadas (40 muestras) para
determinar el TOM, dado que como se observa en
el grafico, las curvas de media y desvio estandar de
los datos nunca lograron una estabilidad (Figura
2-D). Este sitio fue el que obtuvo el menor nivel de
inéculo (nimero de teliosporas/g de suelo) dentro
de los cinco sitios. Estos resultados concuerdan con
lo descripto por Campbell y Madden (1990), quie-
nes plantean que el método propuesto por Kranz
tiene como inconveniente que muchas veces el
desvio estandar no logra estabilizarse en el rango
de muestras tomadas preliminarmente. Ademas,
estos investigadores plantean que para determinar
con precision y exactitud el nimero de sintomas
causadas por Erysiphe graminis, el nUmero minimo
de hojas requeridas aumenta a medida que la me-
dia del nivel de enfermedad disminuye y cuando el
nivel de precisiéon deseado aumenta. También afir-
man que se necesitan muchas muestras cuando la
enfermedad se distribuye agregadamente (Camp-
bell y Madden, 1990).

Por ultimo, en el sitio de muestreo N° 5 el TOM fue
de 27 muestras (Figura 2-E).

Exceptuando el sitio de muestreo N°4 donde no se
pudo obtener un TOM por el método grafico, en los
demas sitios de muestreo se observa una acotada
variabilidad en los TOM obtenidos.

Entre los criterios de eleccién del TOM se encuen-
tran la precisiéon (CV) y el minimo costo. De acuer-
do a lo anteriormente planteado y a los resultados
obtenidos en este trabajo, tomar alrededor de 31
muestras de cada sitio de muestreo seria lo mas
acertado para determinar la densidad de indculo
de carbdn, ya que es el maximo valor de TOM ob-
servado. De esta manera se contemplaria a todos
los sitios muestreados, y no variarian significativa-
mente los costos.
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Figura 3. Numero de teliosporas/g de suelo teniendo en cuenta tres sectores del lote.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun test LSD Fisher.

Identificar diferencias en los niveles de inéculo
segun la distancia del sitio muestreado a la fuente
de indculo (planta procesadora de mani).

En la figura 3 se encuentran graficados los valores
promedios del nimero de teliosporas por gramo de
suelo tomando distintos sectores del lote. Para el
“tratamiento a” (sector cercano a la planta de pro-
ceso) se considerd la media de los sitios de mues-
treo 1y 2, para el “tratamiento b” (parte media del
lote) se tomd la media del sitio 3 y por ultimo para el
“tratamiento c¢” (sector mas alejado de la fuente de
indculo) se tomad la media de los sitios de muestreo
4vy5.

Con la realizacién de la prueba de comparacién
ANAVA y posteriormente el test de comparacion
LSD Fisher, se pudo comprobar que entre los valores
promedios de teliosporas por gramo de suelo ubica-
dos mas alejados (tratamiento c) y mas cercanos a la
fuente potencial de inéculo (tratamiento a), existie-
ron diferencias estadisticamente significativas. Por
su parte, el tratamiento b, que es el nUmero pro-
medio de teliosporas/g suelo del sitio ubicado en el
centro del lote (Sitio 3), mostré diferencias signifi-
cativas con respecto al tratamiento c, y no lo hizo

con el tratamiento a. Con éstos resultados podemos
inferir que el nivel de indculo de T. frezii disminuye
progresivamente a medida que nos alejamos de la
planta procesadora de mani (fuente de inéculo de
teliosporas). Estos resultados observados concuer-
dan con lo planteado por March et al. (2009), quie-
nes expresan que el aumento de la incidencia de la
enfermedad en un cultivo responde a la dispersion
del patdégeno y se puede relacionar con la distancia a
la fuente de indculo. Por otra parte, Marraro Acuia
y Haro (2011), exponen que las esporas de carbén
pueden transportarse por el viento, en la semilla e
incluso en la maquinaria agricola, produciendo la
dispersion sobre lotes aun no afectados.
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CONCLUSIONES

La utilizacién del método analitico para determinar
el TOM, permite observar que el nimero de mues-
tras resultantes dependen en mayor medida del
coeficiente de variacién utilizado y no del nimero
de muestras usado para el calculo. Ademas, la utili-
zacién de los menores valores de CV en el método
analitico incrementd significativamente el nimero
de muestras a evaluar.

En la mayoria de los sitios evaluados y de acuerdo
al método grafico propuesto por Kranz, tomando
31 muestras de suelo como maximo se llegaria a un
TOM 6ptimo para la cuantificacidon de indculo de T.
frezii.

Con respecto a la dispersion del patégeno, se obser-
vo que la cantidad de inéculo de carbdn del mani
presente en un lote cercano a una planta de proce-
so, es inversamente proporcional a la distancia del
mismo a esa fuente.

Si bien estos resultados son conducentes a ciertas
afirmaciones con respecto a la cuantificacion y dis-
persidon de indculo de T frezii, seria muy importante
continuar este tipo de estudios en otros sitios y bajo
diferentes condiciones ambientales.
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