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RESUMEN 

 

 

Trébol rosado (Trifolium pratense L.) (Fabaceae) es una de las especies forrajeras más 

importantes en las zonas templadas del mundo, y es reconocido por su capacidad de 

producir gran cantidad de forraje de alta calidad. Esta leguminosa ha sido descrita como 

una especie perenne de vida corta con un período productivo de 5 años, sin embargo su 

rendimiento comienza a decaer al comienzo del segundo año y su persistencia es de tres 

años como máximo. La reducción del rendimiento y disminución de la persistencia de 

trébol rosado ha sido asociada a la pudrición de la corona y raíz de las plantas causada por 

especies de hongos del género Fusarium.  

 

Por otra parte, se ha señalado en la literatura que los herbicidas tienen efectos sobre la 

susceptibilidad del hospedero a las enfermedades, microorganismos y sobre las condiciones 

ambientales donde se desarrollan los cultivos, efectos que finalmente se expresan en la 

modificación de la severidad e incidencia de las enfermedades de las plantas. Los 

herbicidas MCPA [ácido (2-metil-4-clorofenoxi) acético], Bentazon [(3-(1-metiletil)-1H-

2,1,3-benzotiadiazina-4(3H)-ona 2,2-dioxido], Haloxifop-metil [ácido 2-(4-(3-cloro-5-

triflurometil-2-piridiloxi) fenoxi) propionico], Flumetsulam [2,6-difluoro-5-metil (1,2,4) 

triazolo (1,5-a) pirimidina-2-sulfoanilida], 2,4-DB [ácido 4-(2,4-diclorofenoxi) butírico] y 

las mezclas bentazon/MCPA y flumetsulam/2,4-DB, corresponden a los ingredientes 

activos comúnmente aplicados en el control de malezas en praderas de trébol rosado en el 

sur de Chile.  

 

La presente investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de estos herbicidas sobre el 

desarrollo de la infección radical provocada por Fusarium oxysporum y el crecimiento de 

trébol rosado, en invernadero. Los herbicidas evaluados in vitro, en general, inhibieron el 

crecimiento miceliar y la germinación de conidias de F. oxysporum, y en el estudio de los 

efectos directos sobre las plantas de trébol rosado los herbicidas MCPA, bentazon y la 

mezcla bentazon/MCPA tuvieron efectos fitotóxicos, los que se manifestaron en una 

reducción de algunos de los parámetros de crecimiento evaluados y en el aumento de la 

 



toxicidad en el follaje y daño a la raíz de las plantas. A partir de estos resultados los 

herbicidas MCPA, bentazon y bentazon/MCPA se seleccionaron para realizar los estudios 

de los efectos de la interacción entre herbicida e infección radical por F. oxysporum sobre 

trébol rosado. Los resultados del estudio de la interacción indican que la aplicación de estos 

herbicidas a plantas inoculadas con F. oxysporum incrementaron la infección radical 

causada por este patógeno, y que en general la infección aumentó con el incremento de la 

dosis de herbicida. 

 

 



SUMMARY 

 

 

Red clover (Trifolium pretense L.) is an important perennial crop in temperate zones of the 

world, and is valued for its ability to produce high quality forage. Botanically considered as 

a perennial plant, red clover seldom persists beyond two or three years. Root and crown 

rots caused by Fusarium spp. are a major cause of stand decline of red clover and root 

severity is aggravated by root borer (Hylastinus obscurus M.) infestation.  

On the other hand, several reports indicated that herbicides have effects on the 

susceptibility of the host to the diseases, microorganisms and on the environmental 

conditions effects are expressed in the modification of the severity and incidence of plants 

diseases. 

The main postemergence herbicides presently used to protect red clover growth in Chile 

include MCPA ((4-chloro2-methylphenoxy) acetic acid), bentazon (3-(1-methylethyl)-1 H-

2,1,3-benzothiadiazin-4(3 H)-one-2,2 dioxide) and a combination of both of them. Others 

less used are 2,4-DB (4-(2,4-dichlorophenoxy) butanoic acid), flumetsulam ( N-(2,6-

difluorophenyl)-5-methyl (1,2,4) triazolo (1,5-a) pyrimidine-2-sulfonamide), haloxyfop-

methyl (2-(4-(3-chloro-5-trifluoromethyl pyridyloxy) phenoxy) propionic acid) and a 

flumetsulam/ 2,4-DB mixture. The aim of this study was to evaluate the herbicide effects 

on root rot development caused by Fusarium oxysporum and red clover growth in 

greenhouse condition. Germination and miceliar growth of Fusarium oxysporum were 

decreased by all the herbicides on in-vitro condition. MCPA, bentazon herbicides and the 

mixture bentazon/MCPA had phytotoxic effects, which caused a reduction of some growth 

parameters and a increment of the toxicity and root damage. These herbicides were selected 

to carry out studies of the interaction between herbicide and root infection by Fusarium 

oxysporum on red clover.  

In summary these results suggest that red clover growth and infection was more affected by 

F. oxysporum after herbicide application increased the root infection caused by this 

pathogen. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Antecedentes generales 

Esta investigación se enmarca en estudios conducentes a dilucidar el efecto de los 

herbicidas, comúnmente aplicados en el control de malezas en trébol rosado sobre la 

infección radical provocada por Fusarium spp., uno de los principales factores involucrados 

en la baja persistencia y productividad de trébol rosado en el sur de Chile. 

 

Las enfermedades de las plantas alteran las raíces, tallos, hojas, flores, frutos y otros 

productos derivados de la planta, y en conjunto con plagas y malezas, causan mundialmente 

pérdidas de hasta un 42% de la producción, y las debidas únicamente a las enfermedades 

pueden alcanzar hasta un 22% (Oerke et al., 1994). En términos generales, las 

enfermedades causan pérdidas económicas por disminución de la cantidad y calidad de los 

productos a obtener, además de incrementos en los costos de producción por la necesidad 

de utilizar productos fitosanitarios contra los agentes patógenos. Así, el empleo de 

productos fitosanitarios aumenta anualmente, siendo los herbicidas los de mayor uso 

(Tardiff et al., 1992; Ware, 1994). Aunque los herbicidas por definición son selectivos a las 

plantas del cultivo, existen numerosos estudios que indican que la aplicación de algunos 

herbicidas causa efectos fitotóxicos sobre éstas, pero se observa una recuperación posterior 

y finalmente no se manifiestan en el rendimiento de las cosechas (Grossmann et al., 1996; 

Ivany et al., 2002; Wei et al., 2000). La selectividad de un herbicida está basada, 

principalmente, en la capacidad de las diferentes especies de plantas para metabolizar el 

herbicida (Cole, 1994; Devine et al., 1993; Kreuz et al., 1996; Usui, 2001; Van Eerd et al., 

2003) y puede ser modificada por las condiciones ambientales y el estado de desarrollo de 

la planta (Baker and Hunt, 1985; Ormeño et al., 2003; Tu et al., 1986), entre otros factores. 

 

En este contexto, cuando un herbicida es introducido en el ambiente de la planta diversos 

tipos de interacciones son posibles. Estos pueden interactuar a través de diversas vías con 

las plantas y microorganismos del suelo, y pueden influenciar la relación planta-patógeno 

(Altman y Rovira, 1989a; Dissanayake et al., 1998). La aplicación de herbicidas puede 
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resultar en un incremento (Altman y Campbell, 1977; Altman y Rovira, 1989a; Moustafa-

Mahmoud et al., 1993; Reichard et al., 1997; Sanogo et al., 2000), disminución (Cohen et 

al., 1992; Dann et al., 1999; Reichard et al., 1997) o no tener efectos significativos sobre la 

incidencia y severidad de las enfermedades de las plantas (Bauske y Kirby, 1992; 

Harikrishnan y Yang, 2002). Las enfermedades de las plantas son modificadas por los 

efectos directos de los herbicidas sobre el crecimiento y reproducción de los 

microorganismos patógenos y sus antagonistas (Bollen, 1993; Greaves, 1989; Grinstein et 

al., 1975; Heydari y Misaghi, 2003; Heydari et al., 1997; Sanogo et al., 2000) y/o por los 

efectos que provocan sobre la estructura física (Ashton y Crafts, 1981; Carson et al., 1991; 

Eleftheriou y Bekiari, 2000), mecanismos de defensa (Bollen, 1993; El-shora, 2001; Hess, 

1993; Lydon y Duke, 1989; Rizzardi et al., 2003) y exudación de las plantas (Altman y 

Rovira, 1989b; Bollen, 1993). 

 

Por otra parte, trébol rosado (Trifolium pratense L.) (Fabaceae) es una de las especies 

forrajeras más importante en las zonas templadas del mundo, y es reconocido por su 

capacidad de producir gran cantidad de forraje de alta calidad (Bowley et al., 1984; Nan et 

al., 1991; Smith et al., 1985; Steiner y Alderman, 1999; Steiner y Alderman, 2003; Steiner 

et al., 1997; Venuto et al., 1995). Aproximadamente, 20 millones de ha de trébol rosado son 

cultivadas en el mundo (Smith et al., 1985). En Chile las praderas de trébol rosado superan 

las 100.000 ha, lo que representa 20% del total de las praderas del país. Por otro lado, las 

exportaciones de semillas oscilan entre 700 a 1.000 toneladas al año y corresponden a un 

70% del total de semillas forrajeras exportadas por Chile (Ortega et al., 2003). Demanet 

(1996) indica que la producción de semillas de esta especie, en nuestro país alcanza un 

rendimiento promedio de 340 kg ha-1, destinándose a esta actividad aproximadamente 

5.000 ha, tanto como para consumo interno como para exportación (Figueroa, 1998). En la 

IX Región una pradera de trébol rosado puede alcanzar un rendimiento de entre 7 y 10 

toneladas de materia seca por hectárea al año (Demanet et al., 1991). Esta leguminosa, 

botánicamente, ha sido descrita como una especie perenne de vida corta, sin embargo su 

rendimiento comienza a decaer al comienzo del segundo año y su persistencia es de tres 

años como máximo (Azocar y Brito, 1974; Fulton and Hanson, 1960; Jin et al., 1992; 

Pederson et al., 1980; Smith et al., 1985; Venuto et al., 1995). Las plantas de trébol rosado, 
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generalmente, mueren como resultado del deterioro de su eje primario, raíz y corona (Skipp 

y Christensen, 1990). Algunos factores tales como insectos, virus, nematodos, y 

enfermedades provocadas por hongos fitopatógenos contribuyen al deterioro de trébol 

rosado disminuyendo su persistencia y rendimiento (Nan et al., 1991; Pederson et al., 1980; 

Steiner et al., 1997). Los hongos fitopatógenos, especialmente los sistémicos de la raíz y 

enfermedades vasculares causadas por especies de hongos del genero Fusarium son uno de 

los mayores componentes de este complejo de enfermedades que impacta sobre la 

persistencia y productividad de trébol rosado (Coulman y Lambert, 1995; Fulton y Hanson, 

1960; Newton y Graham, 1960; Venuto et al., 1995), junto con el insecto barrenador de la 

raíz de trébol rosado, Hylastinus obscurus (Marsham M.) (Steiner y Alderman, 1999; 

Steiner y Alderman, 2003; Torres, 1992). Numerosos trabajos informan que el genero 

Fusarium contiene un gran número de especies de amplia distribución y que son conocidos 

por ser patógenos para cultivos de importancia económica (Doohan et al., 2003; Roncero et 

al., 2003; Sturz et al., 1997), y que Fusarium oxysporum es el patógeno más 

frecuentemente asociado con la pudrición de la raíz de trébol rosado (Jin et al., 1992; 

Pederson et al., 1980; Smith y Peterson, 1966; Venuto et al., 1995; Venuto et al., 1999). 

Así, el impacto de las enfermedades fungosas sobre la productividad de trébol rosado ha 

sido estimado entre un 10 y 50% del valor del cultivo (Leath, 1985; Venuto et al., 1995). 

Nan (1991) indica que en condiciones de campo el efecto de los hongos patógenos 

Cylindrocladium scoparium, Trichocladium basicola, F. solani, y F. oxysporum 

disminuyen la acumulación de materia seca del follaje de plantas de trébol rosado de 25 a 

50% respecto a las plantas no inoculadas. Steiner (1997) indica que cultivares de trébol 

rosado seleccionados por su resistencia a F. oxysporum producen, en el segundo año, un 

promedio de 5.5 t ha-1 más de forraje que otros cultivares. Los hongos fitopatógenos que 

afectan a trébol rosado llegan a ejercer un importante papel, no solo en la baja persistencia 

y productividad, sino que además afectan la calidad del forraje obtenido y alteran la 

composición botánica de la pradera y pueden provocar trastornos fisiológicos y/o 

reproductivos en los animales que se alimentan del forraje enfermo (Galdames, 1991). En 

nuestro país, la pudrición radical de trébol rosado es causada por varias especies de hongos 

pertenecientes al genero Fusarium, actividad de otros patógenos y nematodos (Galdames, 

1991). 
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En Chile como parte del manejo agronómico del trébol rosado, el control químico de 

malezas es una etapa crítica para maximizar el rendimiento y los herbicidas comúnmente 

aplicados son MCPA [ácido (2-metil-4-clorofenoxi) acético], Bentazon [(3-(1-metiletil)-

1H-2,1,3-benzotiadiazina-4(3H)-ona 2,2-dioxido] y una mezcla de ellos. Otros menos 

utilizados son Haloxifop-metil [ácido 2-(4-(3-cloro-5-triflurometil-2-piridiloxi) fenoxi) 

propionico], Flumetsulam [2,6-difluoro-5-metil (1,2,4) triazolo (1,5-a) pirimidina-2-

sulfoanilida], 2,4-DB [ácido 4-(2,4-diclorofenoxi) butírico] y una mezcla de estos últimos 

(AFIPA, 2002). Todos estos herbicidas han sido descritos como altamente selectivos y se 

aplican en post-emergencia. MCPA y 2,4-DB son sistémicos, de tipo hormonal, absorbidos 

por las hojas y en el caso de MCPA también por las raíces. Bentazon es un herbicida de 

contacto, que actúa directamente cuando es absorbido, primariamente por el follaje y 

también por las raíces. Flumetsulam y haloxifop-metil son herbicidas sistémicos, 

absorbidos por las raíces y hojas (Tomlin, 1995). 

 

Estudios realizados por Evans (1989) y Dear (1992) han mostrado que el crecimiento de 

Trifolium subterraneum, particularmente en invierno, puede ser reducido por la aplicación 

de herbicidas aplicados para controlar especies de malezas de hoja ancha, como MCPA. En 

otros estudios realizados bajo condiciones de invernadero la aplicación de los herbicidas 

2,4-DB y betazon, aplicados al estado de desarrollo de 4 a 5 hojas trifoliadas, redujeron el 

crecimiento de Trifolium incarnatum, Trifolium repens y Trifolium pratense entre un 30 a 

40% (Nichols et al., 1982). Por otro lado, Sandral (1997) indica que las mezclas de los 

herbicidas MCPA/terbutrin y MCPA/diuron fueron los tratamientos más fitotóxicos para 

las planta de Trifolium subterranuem, y que el herbicida 2,4-DB fue el menos fitotóxico. 

Investigaciones realizadas en campo con los herbicidas dicamba, 2,4-DB y una mezcla de 

éstos sobre T. incarnatum, T. repens y T. pratense indicaron que dicamba, aplicado a 0,6 kg 

ha-1 reduce el vigor de T. repens en 50% y el de T. pratense en 90% (Evers et al., 1993). 

Igualmente, la aplicación de herbicidas en algunos casos disminuye el rendimiento de 

semillas. Darwent (1976) evaluó el efecto de los herbicidas post emergentes, MCPA y 2,4-

DB en dosis de 0,56 kg ha-1 y 0,28 kg ha-1 respectivamente, en el rendimiento de semilla de 

trébol rosado y concluyó que se afectó negativamente la producción, provocando además 

epinastia en los tallos, disminución en la producción de flores, peso y número de semillas. 
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Por otro lado, Sandral (1995) indica que los herbicidas 2,4-DB y MCPA disminuyeron el 

rendimiento de semillas de varios cultivares de T. subterraneum, y provocaron mayor 

número de radículas con deformidades. Griffin (1984) indica que los herbicidas 2,4-D y 

dicamba, tienen efecto fitotóxico sobre varias especies de trébol, incluyendo trébol rosado. 

En este estudio, realizado bajo condiciones de campo, el efecto fitotóxico es reflejado en la 

producción de materia seca, la cual fue significativamente reducida 45 días después de la 

aplicación de 0,14 kg ha-1 de dicamba, siendo un 74% más baja que el control. Por su parte 

1,12 kg ha-1 de 2,4-D redujo en 68% la materia seca respecto al control. Más recientemente, 

Tharp (2000) evaluó en invernadero la sensibilidad de trébol rosado a los herbicidas EPTC 

más R-29148, pendimetalin, y metolacloro más CGA-154281, todos los herbicidas 

redujeron sobre un 25% la densidad de trébol rosado, pero solamente metolacloro redujo la 

biomasa. 

 

En Chile, Díaz (1992) indica que en estudios realizados bajo condiciones de campo en la IX 

Región, los tréboles rosado (T. pratense) y alejandrino (T. alexandrinum) toleraron 

adecuadamente los herbicidas EPTC, benfluralina y trifluralina aplicados en presiembra, y 

los herbicidas imazetapir y propizamida aplicados en preemergencia. En dicho estudio no 

se observaron síntomas de fitotoxicidad en la planta ni disminución en la producción de 

materia seca. Por otra parte, cuando trébol rosado (T. pratense) y encarnado (T. 

incarnatum) se trataron con 0,75 kg ha-1 de MCPA y 1,0 kg ha-1 2,4-DB, no afectaron la 

producción de materia seca, sin embargo las plantas evidenciaron síntomas de fitotoxicidad, 

y en dosis mayores se redujo la producción de biomasa con ambos herbicidas. 

 

Por otro lado, aunque en la literatura existe una gran cantidad de antecedentes que indican 

que la aplicación de herbicidas predispone a plantas de los cultivos a enfermedades 

provocadas por microorganismos, principalmente hongos fitopatógenos del suelo, existen 

escasos estudios realizados con leguminosas forrajeras, y para trébol rosado no se ha 

informado el efecto de esta interacción. Sin embargo, se han realizado estudios en otros 

cultivos como leguminosas de grano. Así, en un estudio realizado por Carson (1991), en el 

cual se evaluó el efecto del herbicida trifluralina en la severidad de la pudrición de la raíz, 

provocada por Fusarium oxysporum en soya, se observó un incremento en la severidad de 
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la enfermedad al incrementar la dosis del herbicida y niveles de inóculo del hongo en el 

suelo. Además, la interacción entre el herbicida y el hongo resultó estadísticamente 

significativa (P<0,05). 

 

Por otro lado, en experimentos realizados con Phaseolus vulgaris se concluyó que el 

herbicida glifosato predispone a las plantas al ataque de hongos fitopatógenos, entre estos 

Fusarium spp., observándose una mayor cantidad de plantas muertas en un menor tiempo, 

en suelos no esterilizados que en suelos esterilizados (Johal y Rahe, 1984). Adicionalmente 

en experimentos in vitro, donde se investigó el efecto del herbicida trifluralina sobre el 

desarrollo de este patógeno Fusarium solani fsp. phaseoli se observó que el crecimiento 

miceliar de este hongo no fue afectado por el herbicida. Sin embargo la producción de 

macroconidias se duplicó respecto al control 12 días después de la aplicación del herbicida. 

También se encontró un aumento en el porcentaje de germinación de clamidosporas de 

Fusarium solani fsp. phaseoli tomadas desde el suelo, y este aumento fue mayor en 

ausencia de nutrientes (Altman y Rovira, 1989a). Estudios in vitro con herbicidas y 

especies del genero Fusarium, realizados por Grossbard (1976) y Mussa (1977) informaron 

efectos inhibitorios y estimuladores sobre el crecimiento del hongo, respectivamente. 

 

En relación con lo anteriormente expuesto, la principal limitante de trébol rosado a nivel 

mundial es su baja persistencia, determinada por la alta mortalidad de plantas. En Chile el 

deterioro de las praderas de trébol rosado es un problema crónico y aumentar su 

persistencia es el mayor objetivo de los programas de mejoramiento de esta especie. 

Diversos factores contribuyen al problema, y las enfermedades fungosas del sistema radical 

en conjunto con otros factores, pueden causar enormes pérdidas en el rendimiento e 

impactar negativamente en la persistencia de ésta especie. El efecto de la aplicación de los 

herbicidas post-emergentes comúnmente empleados en el control de malezas en cultivos de 

trébol rosado, en relación con la infección de la raíz causada por Fusarium spp., no ha sido 

reportado y en base a los antecedentes bibliográficos reunidos se planteó el desarrollo del 

presente estudio. 
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1.2 Hipótesis 

 

 

Los herbicidas post-emergentes comúnmente aplicados, para el control de malezas, en el 

cultivo de trébol rosado predisponen a la planta a la infección radical provocada por 

Fusarium spp. junto con afectar su crecimiento. 

 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto de los herbicidas post-emergentes utilizados en el control de malezas en el 

cultivo de trébol rosado sobre el desarrollo de la infección radical provocada por Fusarium 

spp. y el crecimiento de trébol rosado en invernadero. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

i. Identificar una cepa patogénica del genero Fusarium spp. proveniente de 

praderas de trébol rosado de la IX Región. 

 

ii. Evaluar el efecto de herbicidas post-emergentes, comúnmente aplicados en 

cultivos de trébol rosado sobre el crecimiento miceliar y germinación de 

conidias de Fusarium spp in vitro. 

 

iii. Evaluar el efecto de la aplicación de herbicidas post-emergentes, comúnmente 

aplicados en cultivos de trébol rosado sobre su desarrollo en invernadero. 

 

iv. Evaluar el efecto de la aplicación de herbicidas en la infección radical 

provocada por Fusarium spp. y desarrollo de trébol en invernadero. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Efecto de los herbicidas sobre las enfermedades de las plantas 

El efectivo control de plagas, malezas y enfermedades es una de las mayores contribuciones 

al incremento del rendimiento, calidad y persistencia de los cultivos, y el rol que cumplen 

los productos fitosanitarios en este desarrollo ha sido bien reconocido (Bollen, 1993; 

Devine et al., 1993; Ware, 1994). Indiscutiblemente el empleo de productos fitosanitarios 

aumenta anualmente, siendo los herbicidas los de mayor uso (Altman y Rovira, 1989a; Karr 

et al., 1979; Tardiff et al., 1992; Ware, 1994). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos 

realizados para limitar la actividad de estos productos al organismo objetivo, éstos pueden 

tener efectos no deseados sobre las propiedades del suelo, microorganismos y plantas 

(Altman, 1993; Altman y Campbell, 1977). A continuación en la figura 1, se presenta un 

esquema propuesto por Altman (1977), en el cual se indican las relaciones herbicida-planta-

patógeno. 

 
Figura 1. Interacciones herbicida-planta-patógeno de acuerdo a Altman y Campbell 

(1977). 

Cultivo 

Patógeno Herbicida 

Biota del 
suelo 

 

Otras especies de 
plantas 

(Malezas)

 
Propiedades físicas y 

químicas del suelo 
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Aunque los herbicidas son aplicados para el control de malezas, éstos pueden afectar a los 

microorganismos patógenos del suelo y al hospedero (Altman, 1993; Altman y Rovira, 

1989a; Bollen, 1993). Además, se ha señalado en la literatura, que los herbicidas tienen 

efectos sobre la susceptibilidad del hospedero a las enfermedades y sobre las condiciones 

ambientales donde se desarrollan los cultivos, efectos que finalmente inciden en la 

infección provocada por los microorganismos patógenos (Altman y Campbell, 1977; 

Altman y Rovira, 1989b; Bollen, 1993). 

 

2.1.1 Efectos inducidos por un cambio en el microclima de cultivos tratados con 

herbicidas 

Muchos patógenos operan en la superficie del suelo y requieren de alta humedad en el aire 

para infectar al hospedero. La densidad de plantas hospederas puede afectar la incidencia y 

severidad de las enfermedades a través de cambios en el número de hospederos disponibles 

para ser infectados en el tiempo y espacio, distancia entre hospederos y probabilidad de 

transmisión de propágulos del patógeno entre plantas y efecto sobre el vigor del hospedero 

debido a la competencia con otras especies (Bollen, 1993; Gilbert, 2002). Por otro lado, 

Greaves (1989) señala que la remoción de la cubierta de malezas incrementa la enfermedad 

provocada por Fusarium oxysporum sobre bulbos de Narcissus spp. debido al aumento de 

la temperatura del suelo. En experimentos en campo, cuando la vegetación es modificada o 

eliminada por la acción de herbicidas, su efecto final es la resultante de la respuesta de la 

microflora del suelo a cambios inducidos en la vegetación y una potencial acción directa 

sobre la microflora del suelo (Dissanayake et al., 1998; Greaves, 1989; Grossbard, 1976). 

 

Por otro lado, en la remoción de la cubierta de malezas adicionalmente es posible la 

eliminación de especies vegetales susceptibles a los patógenos, las que constituyen un 

hospedero alternativo. Este efecto es relevante para patógenos que poseen más de un 

hospedero o substrato para desarrollarse y propagarse. Así, Levesque (1987) encontró un 

significativo incremento en la densidad de la población de Fusarium spp. en campos 

tratados con el herbicida glifosato. Monton (1972), por su parte, indica que en cultivos de 

algodón tratados con herbicida se observó una reducción de las malezas susceptibles a 
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Verticillium, resultando finalmente en una disminución en el marchitamiento de las plantas 

de algodón provocado por este patógeno. 

2.1.2 Efectos directos de los herbicidas sobre el hospedero 

Aunque los herbicidas en principio se consideran selectivos, los cultivos a menudo se ven 

afectados (Bollen, 1993; Clay, 1989). Efectivamente, la interacción entre herbicidas y 

enfermedades de plantas ha sido extensamente discutida en la literatura (Altman y 

Campbell, 1977; Altman y Rovira, 1989b; Karr et al., 1979; Levesque et al., 1992); y los 

efectos en estas interacciones por un lado pueden ser debidos a un incremento en la 

exudación de las plantas. Los herbicidas modifican la composición cualitativa y cuantitativa 

de los exudados radicales de las plantas, y estas modificaciones pueden ser en términos de 

aporte de nutrientes (carbono y nitrógeno) elementos muy importantes para los patógenos 

(Altman y Campbell, 1977; Altman y Rovira, 1989a; Hess, 1993). Greaves (1989) indica 

que se incrementó significativamente la invasión de raíces de cereales por Pseudomonas 

spp. después de la aplicación de mecocrop debido al incremento en la exudación de 

nutrientes. Bollen (1993) indica que este aumento en la exudación puede ser atribuido a un 

incremento en la permeabilidad de la membrana celular o por daño del cortex. Por otra 

parte, se ha indicado un aumento significativo en la germinación y crecimiento de los tubos 

germinativos de Pythium ultimum en exudados de plantas de soya tratadas con glifosato 

(Liu et al., 1997). Por otro lado, pueden ser debidos a los efectos relacionados con el 

desarrollo de la planta hospedera. El efecto de un herbicida sobre una planta es dependiente 

del estado de desarrollo, sanitario y nivel nutricional. Las plantas en la etapa de 

germinación, más que en otra etapa, pueden ser severamente dañadas por los herbicidas, 

efecto que es aplicable al cultivo y malezas (Bollen, 1993; Streibig et al., 1993). 

 

Adicionalmente, a los efectos sobre la exudación y estado de desarrollo, los mecanismos de 

defensa de las plantas también pueden ser alterados por los herbicidas. En este contexto, la 

prolongada y estrecha asociación con plagas y patógenos ha conducido al desarrollo, por 

parte de las plantas, de un conjunto de mecanismos de defensa, los que son clasificados en 

mecanismos preformados y mecanismos inducidos (Greenberg, 1997; Kessler y Baldwin, 

2002; Lozovaya et al., 2004; Neuenschwander et al., 1995). El mecanismo preformado 

incorpora factores estructurales, morfológicos y químicos. Así, características como tipo de 
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hoja, color de la flor, presencia de tricomas, textura de la cutícula, espesor de la pared 

celular caen en esta categoría. Por otro lado el mecanismo inducido es activo, requiere de 

energía para el reconocimiento del patógeno y la producción de proteínas o metabolitos 

antagónicos a éste. En relación con esto, Hess (1993) indica que la acción de la mayoría de 

los herbicidas puede ser relacionada a uno de los siguientes tres tipos generales: (1) 

interrupción de las membranas de las paredes celulares de la planta, (2) inhibición del 

crecimiento y desarrollo de la planta, o (3) interferencia con la biosíntesis de metabolitos, 

primarios y secundarios, constituyentes de la planta. Los productos del metabolismo 

secundario han sido implicados en funciones defensivas de las plantas contra insectos, 

bacterias y hongos patógenos y también aportan a la polinización (Kliebenstein, 2004). Los 

herbicidas son los pesticidas que más afectan el metabolismo de las plantas, incluyendo el 

metabolismo secundario (El-shora, 2001; Lydon y Duke, 1989). Lydon (1989) señala que 

algunos herbicidas, como alaclor provocan una disminución en la síntesis de 

isoflavonoides. Por otro lado, señala que herbicidas del tipo sulfonilurea y difenileter 

pueden causar un incremento en el nivel de compuestos fenólicos derivados de cinamato. 

Asimismo, se ha señalado que herbicidas pertenecientes al grupo químico de los difenileter 

generan especies de oxigeno reactivas, las que intervienen en la activación de genes 

defensivos responsables de la síntesis de de fitoalexinas y también en la respuesta 

hipersensitiva. El uso de dosis sub-letales de glifosato causan un efecto opuesto, 

disminuyendo la producción de fitoalexinas e incrementando la severidad de las 

enfermedades (Rizzardi et al., 2003). Por otra parte, herbicidas del tipo fenoxiacético como 

MCPA y 2,4-DB, disminuyen la funcionalidad de las membranas celulares como la 

semipermeabilidad y compartimentalización (Devine et al., 1993; Hutson y Roberts, 1983; 

Roe et al., 1997). 

 

2.2 Efectos de los herbicidas sobre los microorganismos 

Los microorganismos patógenos son afectados directamente por un efecto sobre su 

crecimiento, reproducción y supervivencia, o indirectamente a través del efecto sobre la 

resistencia del hospedero, microorganismos antagonistas o benéficos y fauna predadora del 

suelo. Los herbicidas influencian la densidad y composición de las poblaciones microbianas 

en el suelo (Greaves, 1989; Grossbard, 1976), y dependiendo del herbicida, patógeno y 
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hospedero involucrado los efectos pueden ser estimulación o inhibición del patógeno 

(Altman y Rovira, 1989a; Grossbard, 1976; Karr et al., 1979). 

 

2.2.1 Efecto directo sobre los patógenos 

Un herbicida cuyo modo de acción afecta algún proceso fisiológico o bioquímico común, 

tanto para plantas como para microorganismos, puede influenciar el desarrollo de ambos. 

Resultados de experimentos in vitro indican un efecto inhibitorio en el crecimiento de 

hongos patógenos cultivados en medios adicionados con herbicidas (Dissanayake et al., 

1998; Jeffery y Burgess, 1990; Karr et al., 1979; Mallasen et al., 2002; Sanogo et al., 2000). 

Por otro lado se indica que los herbicidas Bensulide y NC8438 estimulan el crecimiento de 

Rhizoctonia solani (Karr et al., 1979). Berner (1991) indica que en el caso de la pudrición 

de la raíz y corona de soya, ambas causadas, por Calonectria crotalariae, el herbicida 

glifosato, cuya acción bloquea la síntesis de fenilalanina, tirosina y triptofano en plantas, 

afectaría este mismo proceso en C. crotalariae. El resultado es que glifosato reduce el 

crecimiento in vitro del patógeno. Altman (1989a), evaluó el efecto de trifluralina sobre el 

desarrollo de Fusarium sobre Phaseolus vulgaris in vitro, y observó que el crecimiento 

miceliar de este hongo no fue afectado. Sin embargo, la producción de macroconidias se 

duplicó respecto al control, a 12 días de aplicado el herbicida. La germinación de 

clamidosporas de Fusarium solani colectadas del suelo aumentó y éste incremento fue 

mayor en ausencia de nutrientes. También se ha señalado que patógenos, como Fusarium 

solani, pueden utilizar algunos herbicidas fuente de carbono y energía para su crecimiento 

(Lanzilotta y Pramer, 1970) 

 

2.2.2 Efecto sobre los microorganismos antagonistas 

Las enfermedades en los cultivos pueden ser influenciadas por efectos de los herbicidas en 

la relación entre los microorganismos patógenos y sus antagonistas. Los herbicidas afectan 

la relación patógeno-antagonista a través del efecto sobre estos últimos, efecto que 

finalmente se manifiesta en la incidencia y severidad de las enfermedades. La íntima 

asociación entre microorganismos simbióticos y las raíces de sus hospederos puede dejar a 

éstos más expuestos a los herbicidas, traslocados a la raíz desde el follaje, que los 

microorganismos que viven fuera del tejido de la raíz, similarmente, ellos pueden estar 

 12



expuestos a los herbicidas absorbidos desde el suelo (Greaves, 1989; Grossbard, 1976). 

Según Bollen (1993) la interacción entre patógenos y fauna del suelo incluye (i) un 

aumento de la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de organismos saprofitos a 

través de la fragmentación de la materia orgánica por la fauna del suelo, (ii) dispersión de 

inóculo y (iii) predisposición del hospedero a la infección. Greaves (1989) indica que el 

efecto sobre la interacción rizhobium-leguminosa en relación con herbicidas y el aumento 

de las enfermedades puede ser debido a un cambio fisiológico en la planta. Bollen (1993) 

en un estudio de la pudrición de la raíz provocada por Fusarium en plantas de algodón 

tratadas con prometrina, encontró que el aumento de los exudados de las raíces promueve 

un cambio en la microflora; aumenta la incidencia de hongos y actinomicetes en desmedro 

de las bacterias; y redujo la colonización de las raíces por parte de hongos micorricicos 

arbusculares, los que además de su contribución al crecimiento y nutrición de las plantas 

favorecen la resistencia contra la infección de las raíces por patógenos (Altman y Campbell, 

1977; Bollen, 1993). En un de experimento en condiciones de invernadero y campo, 

glifosato inhibió la nodulación y el contenido de leghemoglobina de soya (Zablotowicz y 

Reddy, 2004). En otro estudio la nodulación de soya, cinco días después de la emergencia 

con clorimuron-etil, se disminuyó en 38% el número de nódulos por planta cuatro semanas 

después de la aplicación (Zawoznik et al., 1995). 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Herbicidas 

Los herbicidas empleados en este estudio son los herbicidas post-emergentes comúnmente 

aplicados para el control de malezas en trébol rosado en la IX Región, y corresponden a: 

Haloxifop-metil [ácido 2-(4-(3-cloro-5-triflurometil-2-piridiloxi) fenoxi) propionico], 

Flumetsulam [2,6-difluoro-5-metil(1,2,4) triazolo (1,5-a) pirimidina-2-sulfoanilida], 2,4-

DB [ácido 4-(2,4-diclorofenoxi) butírico] Bentazon [(3-(1-metiletil)-1H-2,1,3-

benzotiadiazina-4-(3H)-ona 2,2-dioxido] y MCPA [ácido (2-metil-4-clorofenoxi) acético]. 

 

3.2 Plantas 

En todos los experimentos se utilizaron plantas de trébol rosado (Trifolium pratense L. cv 

Quiñiqueli), las que fueron producidas a partir de semillas previamente desinfectadas en 

una solución de hipoclorito de sodio al 0.5% durante 15 minutos en agitación constante. 

Las plantas fueron producidas en condiciones controladas en invernadero con temperaturas 

entre 20 y 25° C y con régimen de luz de 16 h luz/8 h oscuridad. 

 

El cultivo de las plantas fue realizado en macetas sobre suelo alofánico serie Vilcún (pH 

6.1, 17% materia orgánica, 31.6% arena, 53% limo, 15.4% arcilla), esterilizado mediante 

microondas (Islam y Weil, 1998). Las plantas fueron fertilizadas al momento de la siembra, 

con superfosfato triple y sulfomag, de manera de aplicar al suelo 200 ppm de P y 80 ppm 

K. Para facilitar su distribución, los fertilizantes fueron triturados y mezclados con suelo, 

aplicando esta mezcla a los 5 cm superiores de la maceta. En cuanto a la fertilización 

nitrogenada se efectuó, 20 días después de siembra, a través de una solución de Urea, de 

manera de aplicar 50 ppm de N. Las plantas fueron regadas constantemente durante el 

desarrollo de los experimentos. 
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3.3 Identificación de una cepa patogénica del género Fusarium spp. proveniente de 

praderas de trébol rosado de la IX Región 

 

3.3.1 Aislamiento 

Se colectaron 30 plantas de trébol rosado de segunda temporada (Noviembre de 2002) 

provenientes de praderas del CRI-Carillanca del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias, ubicado en el sector Carillanca comuna de Vilcún (38º44'S 72º25'W). Los 

aislamientos de hongos fueron producidos a partir de trozos de raíces con evidentes 

síntomas de pudrición para lo cual las raíces de las plantas colectadas fueron lavadas 

repetidas veces con agua destilada y desinfectadas con una solución de hipoclorito de sodio 

(1.5% por 3 minutos) (Akinsanmi et al., 2004; Venuto et al., 1995). Los trozos de tejido 

radical, con mayor nivel de pudrición, fueron puestos en placas Petri de 90 mm de 

diámetro, conteniendo el medio de cultivo Nash-Sneyder (Windels, 1993), el cual es 

diferencial para hongos del género Fusarium. Posteriormente las placas fueron selladas e 

incubadas por 14 días a 22º C, en completa oscuridad. A partir de las colonias producidas, 

se generaron nuevas colonias transfiriendo un disco micelial de 5mm de diámetro, desde el 

borde de activo crecimiento de cada colonia, al centro de placas Petri con agar-papa-

dextrosa (PDA), las que fueron incubadas bajo las mismas condiciones anteriores. Los 

aislamientos obtenidos fueron almacenados en glicerol (25%) a -18°C (Akinsanmi et al., 

2004). Se obtuvieron 131 aislamientos, los que fueron agrupados en base a características 

vegetativas y reproductivas como la forma de las macroconidias, forma de la colonia, 

pigmentación y tasa de crecimiento sobre PDA (Windels, 1993). De este modo se 

disminuyó el número de aislamientos a 20, los que posteriormente a través de un ensayo de 

similitud genética mediante ADN polimórfico amplificado al azar, (RAPD) (Cramer et al., 

2003), fueron reagrupados obteniéndose finalmente 13 aislamientos. 

 

3.3.2 Selección de un aislamiento patogénico de Fusariun spp. 

Con los 13 aislamientos obtenidos en la etapa anterior se realizó la selección de un 

aislamiento patogénico en condiciones de invernadero. Esta selección se basó en la 

patogenicidad de cada uno de los 13 aislamientos sobre plantas de trébol rosado, las que 
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fueron producidas como se describió anteriormente. Las plantas fueron inoculadas 

mediante una suspensión de conidias de cada uno de los aislamientos obtenidos, un 

tratamiento sin la aplicación de inóculo fue incorporado como control. Las conidias fueron 

producidas tomando un disco miceliar de 5 mm de diámetro desde las colonias de cada 

aislamiento y transfiriéndolo al centro de una placa conteniendo PDA. Posteriormente las 

placas fueron selladas e incubadas por 14 días a 22°C, en completa oscuridad. Las conidias 

producidas fueron cosechadas adicionando 20 mL de agua destilada estéril a cada placa y 

removiendo suavemente con un pincel la superficie de la colonia obteniéndose una 

concentración de 2,5×10-6conidias mL-1. 

 

Las plantas en el estado de desarrollo de 3 a 5 hojas trifoliadas, fueron inoculadas con 5 mL 

de la suspensión de conidias. La reacción de las plantas a la infección por Fusarium spp. 

fue evaluada a los 10 y 30 días después de la inoculación, para lo cual se empleó una escala 

de 1 a 5, donde 1 = tejido radical completamente sano; 2 = algunas lesiones pardas 

superficiales; 3 = lesiones pardas extensas en el tejido radical; 4 = raíz necrótica y tejido 

muerto y 5 = planta completamente muerta. 

 

El ensayo fue dispuesto en un diseño completamente al azar con 6 repeticiones y la unidad 

experimental correspondió a una maceta con 4 plantas. El aislamiento de mayor 

patogenicidad, sobre las plantas de trébol rosado en invernadero, fue catalogado como 

altamente patogénico, y fue enviado para su identificación en CABI Bioscience 

Identification Services, UK Centre (Egham) (Anexo 1). 

 

3.4 Efecto de los herbicidas sobre el crecimiento miceliar y germinación de 

conidias de Fusarium spp. in vitro 

 

3.4.1 Germinación de conidias 

Para evaluar el efecto de los herbicidas sobre la germinación conidias de Fusarium spp. se 

prepararon soluciones de los herbicidas en tres dosis 0.5X, 1X y 2X. Un tratamiento sin la 
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aplicación de herbicida fue incorporado como control. Las conidias fueron producidas por 

transferencia de un disco micelial de 5 mm de diámetro al centro de placas Petri 

conteniendo PDA y puestas a incubar a 22ºC por 14 días en oscuridad. Las conidias fueron 

cosechadas adicionando 20 mL de agua destilada estéril a cada placa y removiendo 

suavemente con un pincel la superficie de la colonia. Las conidias fueron suspendidas en 

una solución de cada herbicida y puestas a germinar por 6 horas a 22ºC en oscuridad. El 

número de conidias fue determinado al microscopio mediante hemacitometro. La 

proporción de conidias germinadas fue calculada como la proporción de conidias 

germinadas a conidias totales (Sanogo et al., 2000). El ensayo fue dispuesto en un diseño 

completamente al azar con 6 repeticiones. 

 

3.4.2 Crecimiento miceliar 

Para evaluar el efecto de los herbicidas sobre el crecimiento miceliar del hongo se 

prepararon placas Petri conteniendo PDA adicionado con los cinco herbicidas y dos 

mezclas en tres dosis 0.5X, 1X y 2X. Las placas fueron inoculadas con un disco micelial de 

5 mm de diámetro e incubadas por 25 días a 22ºC en oscuridad. Un tratamiento sin la 

adición de herbicida fue incorporado como control. El área de la colonia fue registrada cada 

5 días mediante un escáner acoplado al software DIAS. El ensayo fue dispuesto en un 

diseño de medidas repetidas, con seis repeticiones. Para la representación grafica de los 

datos de crecimiento se calculó un índice de crecimiento, obtenido dividiendo el área 

promedio de cada tratamiento por el correspondiente control. 

 

3.5 Evaluación del efecto fitotóxico de los herbicidas sobre el follaje, raíz y 

parámetros de crecimiento de trébol rosado en invernadero 

Para evaluar el efecto fitotóxico de los herbicidas sobre plantas de trébol rosado, se 

prepararon soluciones mezclando con agua destilada estéril las formulaciones comerciales 

de los herbicidas (Tabla 1) Haloxifop-metil (DowSciencie); Flumetsulam 

(DowAgroSciences); 2,4-DB (Atanor); Bentazon (BASF) y MCPA (A.H. Marks) y dos 

mezclas Bentazon/MCPA y Flumetsulam/2,4-DB. La aplicación se realizó mediante un 

aspersor tipo bicicleta modelo MAT-OSU con barra de aplicación y boquillas de abanico 

plano tee-jet 8002, con volumen de agua de 200 lt ha-1 a una presión de 30 lb pulg-1. Los 
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cinco herbicidas individuales y las dos mezclas, en su formulación comercial, fueron 

aplicados en la dosis de ingrediente activo (i.a.) recomendada en campo (1X) y el doble de 

la dosis de i.a. recomendada (2X) (Tabla 1). Un tratamiento sin la aplicación de herbicida 

fue incorporado como control. La unidad experimental consistió de una maceta con 6 

plantas de trébol rosado en el estado de desarrollo de 3 a 5 hojas trifoliadas. La unidad 

experimental consistió de una maceta con 6 plantas y el ensayo fue dispuesto en un diseño 

completamente al azar con 4 repeticiones. 

 

Las plantas fueron cosechadas a los 10, 20 y 30 días después de la aplicación de los 

herbicidas. Se evaluó el largo de raíz, altura de planta, diámetro de corona y el peso seco 

del follaje y raíz. 

 

Tabla 1. Dosis recomendadas de herbicidas 

Herbicida Formulación comercial a Dosis 
(g i.a. ha-1) 

Dosis / maceta 
(mg i.a. mL-1) 

MCPA MCPA 750 LS 750 0,85 
2,4-DB Venceweed 775 CE 388 0,44 
Flumetsulam Preside 80 G 39 0,04 
Bentazon Basagran 480 CS 1200 1,36 
Haloxifop-metil Galant Plus 30 CE 30 0,03 
Flumetsulam/2,4-DB Preside 80G/Venceweed 775 CE 39/388 0,04 / 0,44 
Bentazon/MCPA Basagran 480CS/MCPA 750 LS 720/750 0,81 / 0,85 

a CS: suspensión concentrada; CE: concentrado emulsificable; LS: suspensión liquida; G: gránulos 
 

Las plantas individualmente fueron examinadas bajo lupa para determinar el nivel de daño 

a la raíz y la fitotoxicidad al follaje de las plantas de trébol fue evaluada visualmente. El 

daño a la raíz fue evaluado mediante la aplicación de una escala de daño radical de 1 a 3, 

donde 1 = raíz sin daño; 2 = tejido radical con lesiones y 3 = raíz necrótica con lesiones y 

tejido muerto. La fitotoxicidad de los herbicidas al follaje de las plantas fue evaluada 

aplicando una escala de 1 a 5, donde 1 = sin daño visible a 5 = planta completamente 

muerta. 
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3.6 Efecto de los herbicidas sobre la infección radical causada por Fusarium spp. y 

crecimiento de trébol rosado en invernadero 

Para evaluar el efecto de los herbicidas en la infección causada por Fusarium spp. las 

plantas, al estado de desarrollo de 3 a 5 hojas trifoliadas, fueron inoculadas mediante una 

suspensión de conidias, las que fueron producidas como se describió en el experimento in 

vitro. La producción de conidias fue determinada al microscopio mediante hemacitometro 

(Sanogo et al., 2000). Se adicionaron 5 mL de la suspensión de conidias a la maceta en la 

zona de la raíz, a una concentración de 2,5 × 10 conidias mL . La aplicación de los 

herbicidas se realizó 15 días después de la inoculación, y fueron preparados y aplicados 

como se describió previamente. 

6 -1

 

Las plantas fueron cosechadas 20 y 30 días después de la aplicación de los herbicidas. Se 

evaluó el largo de raíz, altura de planta, diámetro de corona y peso seco de raíz y follaje. 

Para evaluar la fitotoxicidad al follaje las plantas fueron visualmente examinadas, y para 

determinar el nivel de fitotoxicidad se empleó una escala de 1 a 5, donde 1 = planta 

completamente sana sin síntomas visibles de fitotoxicidad y 5 = planta completamente 

muerta. Para evaluar el daño a la raíz y severidad de la infección las plantas 

individualmente fueron examinadas bajo lupa. La severidad de la infección fue evaluada 

mediante una escala 1 a 4, donde 1 = tejido radical completamente sano; 2 = algunas 

lesiones pardas superficiales; 3 = lesiones pardas extensas en el tejido radical; 4 = raíz 

necrótica y tejido muerto. 

 

El experimento fue dispuesto en un diseño factorial de 3 dosis de herbicida (sin aplicación, 

1X y 2X) × 2 niveles de inóculo (sin inóculo y con 2,5×106 conidias mL-1), con diez 

repeticiones, la unidad experimental correspondió a una maceta con 2 plantas. Para la 

representación grafica de los datos de severidad de infección realizó mediante el uso de un 

índice de severidad de infección (ISI) y un índice de fitotoxicidad al follaje (IFF). Los 

índices fueron calculados empleando la siguiente formula Σ (g × n) / N, donde g es la 

categoría de daño, n es el número de plantas pertenecientes a cada categoría y N es el 

número total de plantas (Vettraino et al., 2003). 
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3.7 Análisis estadístico 

 

 

3.7.1 Selección de un aislamiento patogénico de Fusariun spp. 

Dado que la evaluación se realizó mediante el empleo de una escala, se generaron datos 

ordinales, por lo tanto fueron analizados mediante procedimientos estadísticos no-

paramétricos, se emplearon las pruebas Chi-cuadrado de Pearson y H de Kruskal-Wallis 

(análisis no-paramétrico de una vía basado en rangos). Cuando correspondió la separación 

de grupos se empleó la prueba U de Mann-Whitney corregida por el procedimiento de 

Bonferroni (P<0,05) (Vettraino et al., 2003). 

 

3.7.2 Efecto de herbicidas sobre el crecimiento miceliar y germinación de conidias de 

Fusarium spp. 

Los datos de crecimiento miceliar fueron sometidos al análisis regresión de lineal y de 

varianza, y cuando correspondió la separación de grupos se empleó la prueba de Tukey 

(P<0.05). La germinación de conidias fue analizada mediante la prueba de Friedman y la 

separación grupos fue realizada por el procedimiento de Conover-Inman (P<0.05) 

(Conover, 1999). 

 

3.7.3 Evaluación del efecto fitotóxico de los herbicidas sobre el follaje, raíz y 

parámetros de crecimiento de trébol rosado en invernadero 

El largo de raíz, altura de planta, diámetro de corona y peso seco del follaje y raíz fueron 

sometidos al análisis de varianza (P<0,05). Cuando correspondió la separación de grupos se 

empleó la prueba de rango múltiple de Tukey (P<0,05). El empleo de escalas para evaluar 

el daño a la raíz y fitotoxicidad al follaje generó datos ordinales, éstos fueron analizados 

mediante procedimientos estadísticos no-paramétricos (Shah and Madden, 2004). Se 

emplearon las pruebas Chi-cuadrado de Pearson y H de Kruskal-Wallis (análisis no-

paramétrico de una vía basado en rangos). Cuando correspondió la separación de grupos se 

empleó la prueba U de Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni 

(P<0,05) (Vettraino et al., 2003). 
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3.7.4 Efecto de la aplicación de herbicidas sobre la infección radical causada por 

Fusarium spp. y crecimiento de trébol rosado en invernadero 

El largo de raíz, altura de planta, diámetro de corona y peso seco del follaje y raíz fueron 

sometidos al análisis de varianza y cuando correspondió la separación de grupos se empleó 

la prueba de rango múltiple de Tukey (P<0,05). Debido a que el empleo de escalas para 

evaluar el daño a la raíz, fitotoxicidad al follaje y severidad de la enfermedad generó datos 

ordinales, éstos fueron analizados mediante procedimientos estadísticos no-paramétricos 

(Shah y Madden, 2004). Se emplearon las pruebas H de Kruskal-Wallis (análisis no-

paramétrico de una vía basado en rangos). Cuando correspondió la separación de grupos se 

empleó la prueba U de Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni 

(P<0,05) (Vettraino et al., 2003). 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Aislamiento y caracterización de una cepa patogénica del género Fusarium 

 

La reducción del rendimiento y disminución de la persistencia de trébol rosado ha sido 

asociado a la pudrición de la corona y raíz de las plantas causada por especies de hongos 

del genero Fusarium, (Coulman y Lambert, 1995; Venuto et al., 1996). En Chile la 

pudrición radical de trébol rosado es causada por varias especies del genero Fusarium en 

asociación con otros microorganismos (Galdames, 1991). Por otra parte la interacción entre 

herbicidas y patógenos ha sido descrita para varias enfermedades, sin embargo esta no ha 

sido descrita para la pudrición radical de trébol rosado causada por Fusarium spp. 

 

El objetivo de este estudio fue obtener un aislamiento patogénico de Fusarium spp., para 

posteriormente, en ensayos in vitro, determinar su comportamiento de crecimiento frente a 

diferentes herbicidas, y evaluar su interacción con los herbicidas en la pudrición radical de 

trébol rosado, en invernadero. 

 

Se obtuvieron 13 aislamientos de Fusarium spp. desde plantas sintomáticas de trébol 

rosado, de segunda temporada provenientes de praderas del CRI-INIA Carillanca. Los 

aislamientos obtenidos fueron sometidos a una selección basada en la patogenicidad de 

cada uno de estos sobre plantas de trébol rosado en invernadero. El aislamiento que expresó 

la mayor patogenicidad sobre trébol fue identificado como Fusarium oxysporum Schltdl. 

(Anexo 2), y fue seleccionado y mantenido en glicerol a -18°C, para continuar todos los 

estudios posteriores. 

 

Otros estudios han indicado que F. oxysporum es el patógeno más predominante y 

frecuentemente aislado desde plantas de trébol rosado enfermas (Venuto et al., 1996; 

Venuto et al., 1999). 
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4.2 Efecto de los herbicidas MCPA, bentazon, 2,4-DB, flumetsulam, haloxifop-

metil y las mezclas flumetsulam/2.4-DB y bentazon/MCPA sobre el crecimiento 

miceliar y germinación de conidias de F. oxysporum in vitro 

 

 

En un contexto agrícola una enfermedad es una condición anormal que afecta a una planta 

y reduce su potencial productivo y el desarrollo de ésta depende de la interacción entre el 

patógeno, hospedero y su ambiente, dado que las interacciones entre estos elementos son 

especificas, complejas y dinámicas, se planteó el desarrollo de experiencias individuales 

para evaluar el efecto de los herbicidas sobre F. oxysporum y crecimiento de trébol rosado, 

para posteriormente ser relacionados con el estudio del efecto de los herbicidas sobre la 

severidad de la infección radical de trébol rosado causada por F. oxysporum. 

 

4.2.1 Crecimiento miceliar 

 

El análisis de varianza indicó efectos significativos para las dosis de los herbicidas sobre el 

crecimiento miceliar de F. oxysporum. El herbicida MCPA disminuyó significativamente 

(P<0,05) la tasa de crecimiento miceliar de F. oxysporum en PDA con las dosis 0,5 X y 1X 

a través de todo el período de experimentación. La dosis 2X no afectó el crecimiento de la 

colonia, siendo similar al control (Figura 2-A). La dosis 1X de bentazon disminuyó el 

crecimiento de la colonia de F. oxysporum (Figura 2-B). La mezcla bentazon/MCPA en 

general inhibió el crecimiento del hongo, sin embargo esta no fue significativa (P<0,05) y 

el hongo tuvo un comportamiento de crecimiento similar con todas dosis (Figura 3-C). 

Flumetsulam al comienzo del periodo de experimentación inhibió significativamente el 

crecimiento de F. oxysporum en PDA, sin embargo este efecto fue disminuyendo a través 

del tiempo y a los 17 de exposición al herbicida las dosis 1X y 2X lograron estimular 

significativamente entre un 10 y 20% (P<0,05) el crecimiento de la colonia (Figura 2-D). 

El herbicida 2,4-DB inhibió significativamente el crecimiento del hongo a través de todo el 

periodo de experimentación, la máxima inhibición alcanzó un 55% respecto al control a los 

12 días de exposición con la dosis 2X (Figura 2-E). La mezcla de los herbicidas 

flumetsulam y 2,4-DB inhibió el crecimiento de F. oxysporum, siendo estadísticamente 

 23



 24

significativa durante todo el periodo de experimentación para las dosis 0,5 X y 1X. Por otra 

parte la inhibición del crecimiento miceliar del hongo con la dosis 2X fue estadísticamente 

significativa a partir de los 12 días de exposición y hasta el fin del periodo de 

experimentación (Figura 2-F). El efecto estimulador del crecimiento más significativo se 

observó con el herbicida haloxifop-metil, el cual alcanzó un 60% con la dosis 2X a los 17 

días de exposición del hongo al herbicida (Figura 2-G). La dosis de campo (1X) también 

estimuló significativamente (P<0,05) el crecimiento de la colonia de F. oxysporum a partir 

de los 12 días de experimentación (Figura 2-G). 

 

El análisis de los datos crecimiento de F. oxysporum en PDA indicó que los herbicidas 

inhibieron el crecimiento de F. oxysporum en PDA, excepto haloxifop-metil que lo 

estimuló significativamente (Figura 2). 

 

En general del análisis de regresión lineal del índice de crecimiento en el tiempo se observó 

que la dosis 2X estimuló el crecimiento, excepto 2,4-DB y su mezcla con flumetsulam los 

que lo inhibieron (Figura 3). La dosis 0,5 X de los herbicidas incrementó el índice de 

crecimiento a través del tiempo, sin embargo el crecimiento del hongo sobre esta dosis fue 

menor al control, y solamente el tratamiento haloxifop-metil estimuló significativamente 

(P<0,05) el crecimiento a esta dosis (Figura 3-G). Por otra parte, la dosis de campo (1X) se 

observó una disminución del índice de crecimiento del hongo a través del tiempo, excepto 

con el tratamiento haloxifop-metil (Figura 3-G). 
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Figura 2. Crecimiento miceliar de Fusarium oxysporum sobre agar-papa-dextrosa conteniendo tres dosis de los herbicidas A) 
MCPA; B) Bentazon; C) Bentazon/MCPA; D) Flumetsulam; E) 2,4-DB, F)Flumetsulam/2,4-DB; G) Haloxifop-metil.  
Los datos son presentados como un índice de crecimiento, obtenido dividiendo el área promedio de cada tratamiento por el correspondiente control. 
* Valores significativamente diferentes respecto al control basados en la prueba de Tukey (P≤0.05). 
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Figura 3. Análisis de regresión lineal en el tiempo para el crecimiento miceliar de F. oxysporum sobre agar-papa-dextrosa 

conteniendo los herbicidas A) MCPA; B) Bentazon; C) Bentazon/MCPA; D) Flumetsulam; E) 2,4-DB, F)Flumetsulam/2,4-DB; 

G) Haloxifop-metil en tres dosis (0,5 X, 1X y 2X). 
Los datos son presentados como un índice de crecimiento, obtenido dividiendo el área promedio de cada tratamiento por el correspondiente control. 
 



4.2.2 Germinación conidial 

El herbicida bentazon en las dosis 0,5 X, 1X y 2X no afectó la germinación de conidias de 

F. oxysporum (Figura 4). Haloxifop-metil inhibió significativamente (P<0,05) la 

germinación de conidias en 59, 79 y 76% con las dosis 0,5 X, 1X y 2X, respectivamente 

(Figura 4). La germinación de conidias fue inhibida fuertemente por la mezcla de los 

herbicidas flumetsulam y 2,4-DB, respecto al control la inhibición fue de un 33, 67 y 81% 

con las dosis 0,5 X, 1X y 2X, respectivamente (Figura 4). Estos resultados mostraron 

claramente efecto de la dosis, observándose una disminución significativa (P<0,05) en la 

germinación con el aumento de la dosis (Figura 4). La dosis 1X (dosis recomendada en 

campo) del herbicida MCPA, no afectó la germinación de conidias de F. oxysporum 

(Figura 4). Las dosis 0,5 X y 2X de este herbicida inhibieron respecto al control en 25 y 

74% la germinación de conidias, respectivamente (Figura 4). El herbicida 2,4-DB inhibió la 

germinación de conidias con todas las dosis aplicadas, respecto al control correspondiente 

la germinación fue inhibida en 39, 38 y 76% con las dosis 0,5 X, 1X y 2X, respectivamente 

(Figura 4). Flumetsulam disminuyó significativamente la germinación solamente con las 

dosis 1X (52%) y 2X (62%) (Figura 4). La mezcla bentazon/MCPA disminuyó la 

germinación de conidias en 18, 23 y 40% con las dosis 0,5 X, 1X y 2X, respectivamente. 

Sin embargo solamente la disminución en la germinación causada por la dosis 2X fue 

significativamente (P<0,05) distinta al correspondiente control (Figura 4). 

 

Los efectos de los herbicidas sobre el desarrollo de las enfermedades generalmente resultan 

de la interacción entre los efectos directos sobre el patógeno y efectos indirectos vía 

respuestas mediadas por la planta. Cuando se examinaron in vitro los efectos directos de los 

herbicidas sobre F. oxysporum se observó inhibición en la germinación de conidias y con 

algunas excepciones también fue inhibido el crecimiento miceliar. Los resultados de este 

estudio indican que en promedio el 75% de las conidias del tratamiento control (sin la 

aplicación de herbicida) germinaron, y que en general la germinación fue inhibida 

significativamente (P<0,05) por todos los herbicidas estudiados en 75% respecto al control 

con la dosis 2X (Figura 4). Estos resultados concuerdan con lo informado por Sanogo 

(2000), quien observó una inhibición en la germinación de conidias de Fusarium solani de 

94% con la aplicación de la dosis recomendada en campo del herbicida glifosato. 
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Los efectos de inhibición en el crecimiento de la colonia con algunos de los herbicidas 

estudiados, como MCPA, concuerdan con lo informado por otros autores. Grossbard (1976) 

indicó una inhibición en el crecimiento de Fusarium spp. con la aplicación de 500 ppm de 

MCPA. Mussa and Russell (1977) encontró estimulación en el crecimiento miceliar de la 

colonia de Fusarium solani con el herbicida bentazon estudiado entre 0 y 1000 µg/mL. 

Sanogo (2000) en un estudio realizado con F. solani indica que existe inhibición del 

crecimiento micelial del hongo cultivado sobre PDA adicionado con de los herbicidas 

lactofen y glifosato, aplicados en dosis entre 0 y 100 veces la dosis recomendada en campo. 
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Figura 4. Germinación conidial de F. oxysporum en solución de cinco  herbicidas y dos 

mezclas 
Dosis 0,5 X: mitad de la dosis recomendada; 1X: dosis recomendada y 2X: doble de la dosis recomendada. 
Barras con igual letra, para cada tratamiento de herbicida, son no-significativamente diferentes de acuerdo a la 
prueba de Conover-Inman (P<0,05). 
Los datos son presentados como proporción de conidias germinadas, la que se obtuvo dividiendo el número 
de conidias germinadas sobre el número total de conidias observadas.. 
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4.3 Efecto fitotóxico de los herbicidas MCPA, bentazon, 2,4-DB, flumetsulam, 

haloxifop-metil y las mezclas flumetsulam/2.4-DB y bentazon/MCPA sobre el follaje, 

raíz y parámetros de crecimiento de trébol rosado en invernadero 

 

4.3.1 Efecto de los herbicidas sobre el largo de raíz, altura de planta y diámetro de 

corona 

El largo de raíz de las plantas de trébol rosado no fue significativamente afectado por los 

distintos tratamientos durante el periodo de experimentación. Bentazon comparado con el 

control incrementó significativamente la altura de las plantas, las plantas tratadas fueron 70 

y 48% más altas al final del experimento con las dosis 1X y 2X respectivamente (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Efectos de los herbicidas sobre la altura de planta y diámetro de corona 

Altura de planta (cm) diámetro de corona (mm) 
Días después de la aplicación Tratamientos 

10 20 30 10 20 30 
Dosis 1X 

Control 2,7bb 2,7bcd 2,3c   9,0c 8,6bcd   9,7b 
MCPA 2,9b 2,7bcd 2,7bc 11,3ab 12,0a 12,8a 
2.4-DB 2,6b 3,1ab 4,1a   9,5bc 8,2cd 11,3a 
Flumetsulam 2,4b 3,5a 3,6ab 13,3a 10,7ab   9,4b 
Bentazon 3,5a 3,4a 3,9a 10,0bc 10,6abc   9,0b 
Haloxifop-metil 2,9ab 2,4d 3,2ab   8,3c 10,8a   9,4b 
Flumetsulam/2.4-DB 2,7b 3,1abc 3,3ab 14,0a 8,7abcd   9,6b 
Bentazon/MCPA 2,6b 2,3cd 3,2bc   9,5bc 7,0d   9,5b 

Dosis 2X 
Control 2,2c 2,6b 2,5c   7,8d    5,6c 11,2a 
MCPA 2,8b 3,0ab 2,7bc 10,6ab 12,0a   9,5abc
2.4-DB 2,5bc 3,0ab 2,8bc   9,2bcd   8,5bc   8,3c 
Flumetsulam 2,5bc 2,6ab 3,3ab 11,3a   9,2abc 10,5ab 
Bentazon 3,5a 3,4a 3,7a   9,9abc   9,3ab   9,3abc
Haloxifop-metil 2,8bc 2,8ab 3,3ab   8,4cd   8,7abc   9,4abc
Flumetsulam/2.4-DB 2,8b 3,0ab 3,0abc 10,6ab 11,0a   9,2bc 
Bentazon/MCPA 2,6bc 2,8ab ---c   8,4cd   8,9abc --- 

a   Dosis 1X: Dosis recomendada; Dosis 2X: Doble de la dosis recomendada. 
b Valores en la misma columna para cada dosis, seguidos por la misma letra son no significativamente 

diferentes basados en la prueba de Tukey (P≤0.05). 
c  Plantas muertas 
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Las plantas tratadas con 2,4-DB, flumetsulam, haloxifop-metil y flumetsulam/2,4-DB 

tuvieron una estimulación en el crecimiento y fueron significativamente más altas que las 

plantas control con la dosis 1X, pero con la dosis 2X se observaron respuestas variables. 

Por su parte los herbicidas MCPA y bentazon/MCPA no mostraron diferencias 

significativas con el control a la dosis recomendada. Un incremento significativo en la 

altura de planta fue observado con MCPA a los 10 días con la dosis 2X. Por otro lado. Las 

plantas de trébol rosado tratadas con la dosis 2X de bentazon/MCPA se encontraban 

muertas a los 30 días. Estas plantas no fueron evaluadas en ninguno de los parámetros de 

crecimiento. El diámetro de fue significativamente incrementado con MCPA en todos los 

casos excepto para la dosis 2X a los 30 días (Tabla 2). Bentazon y bentazon/MCPA 

generalmente no tuvieron efecto sobre el diámetro de corona, excepto bentazon con la dosis 

2X que incrementó en el diámetro de corona a los 10 y 20 días. Para los otros herbicidas las 

respuestas fueron erráticas. 

 

4.3.2 Efecto de los herbicidas sobre el peso seco del follaje y raíz 

El peso seco de raíz de las plantas tratadas con la dosis recomendada de bentazon mostró 

una significativa disminución a los 10 y 20 días, la reducción fue un 42% respecto al 

control a los 20 días, aunque a los 30 días no se observó diferencia significativa (Figura 

5B). La dosis 2X de bentazon redujo el peso seco de la raíz en todos los tiempos evaluados 

y fue un 26% menor que el de las plantas control a los 30 días después de la aplicación. El 

peso de la raíz no fue afectado por los tratamientos MCPA o bentazon/MCPA (Figuras 5B 

y 6B, respectivamente). Los otros tratamientos de herbicidas no tuvieron efecto sobre el 

peso seco de la raíz. El peso seco del follaje fue reducido por MCPA, bentazon y 

bentazon/MCPA (Figuras 6-7). Al finalizar el periodo de experimentación, el peso seco del 

follaje de las plantas tratadas con MCPA fue 41 y 46% menor que el control para las dosis 

1X y 2X, respectivamente. Bentazon/MCPA redujo un 43% el peso seco del follaje con la 

dosis recomendada a los 20 días, pero a los 30 días no se realizó la evaluación por que 

como se mencionó, anteriormente, las plantas estaban muertas. Bentazon a los 30 días, 

desde la aplicación, no afectó el peso seco del follaje. Pero la dosis 2X redujo el peso seco 

en 52 %. Para los otros herbicidas no se observaron efectos significativos. 

 30



10 20 30
0

2

4

6

8

10
B

Días después de la aplicación Días después de la aplicación

cdcd

 

bcd

cd
d

a

a
a

Pe
so

 se
co

 fo
lla

je
 (m

g)

a
A

10 20 30
0

2

4

6

8

10

 Control      1X     2X  

b

b b

b

aaa

Pe
so

 se
co

 r
aí

z 
(m

g)

 Control      1X     2X

a

b

 
Figura 5. Efecto de bentazon sobre peso seco del follaje (A) y raíz (B) de trébol rosado 
a Dosis 1X: Dosis recomendada; Dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores para cada herbicida, seguidos por la misma letra son no significativamente diferentes basados en la 
prueba de Tukey (P≤0.05). 
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Figura 6. Efecto de MCPA sobre peso seco del follaje (A) y raíz (B) de trébol rosado 
a Dosis 1X: Dosis recomendada; Dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores para cada herbicida, seguidos por la misma letra son no significativamente diferentes basados en la 
prueba de Tukey (P≤0.05). 
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Figura 7. Efecto de Bentazon/MCPA sobre peso seco del follaje (A) y raíz (B) de trébol 

rosado 
a Dosis 1X: Dosis recomendada; Dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores para cada herbicida, seguidos por la misma letra son no significativamente diferentes basados en la 
prueba de Tukey (P≤0.05). 
 

4.3.3 Fitotoxicidad de los herbicidas sobre la raíz y follaje 

Con el propósito de establecer dependencia entre el nivel de fitotoxicidad al follaje o daño a 

la raíz, los datos obtenidos fueron analizados para cada tiempo a través de la prueba no-

paramétrica Chi-cuadrado de Pearson (P<0.05). MCPA, 2,4-DB, flumetsulam, haloxifop-

metil y flumetsulam/2,4-DB causaron algún grado de fitotoxicidad, pero en general el daño 

a las plantas no fue severo y se recuperaron, sin embargo un mayor daño fue observado con 

la dosis 2X (Tablas 3 y 4). Bentazon y bentazon/MCPA causaron los niveles de más altos 

de fitotoxicidad a las plantas de trébol rosado (nivele 4-5). 45 y 79% de las plantas 

mostraron daño foliar severo con la dosis recomendada (1X) y el doble de ésta (2X), 

respectivamente. Los síntomas para el nivel de daño 4 fueron decaimiento, pérdida de 

turgencia y algunas hojas necróticas; el nivel 5 indica mayor nivel de necrosis o planta 

completamente muerta. 
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Todos los herbicidas produjeron algún daño a la raíz, pero este usualmente disminuyó hacia 

los 30 días, excepto para bentazon/MCPA. Ésta mezcla causó notable daño con 17 y 83% 

de plantas en el nivel 3 para las dosis 1X y 2X, respectivamente (Tablas 3 y 4). 

Tabla 3. Porcentaje de plantas distribuidas a través de las categorías de daño al follaje 

y raíz en respuesta a varios herbicidas aplicados a la dosis recomendada 

Nivel de toxicidad al follaje b Nivel de daño a la raíz cTiempo 
(días) Herbicida a

1 2 3 4 5 1 2 3 

Control 83d 17     100   
M  100     50 50  
DB 46 54     58 42  
F 54 46     75 25  
B 17 54 8 21   75 25  
H 38 63     92 8  
M1 33 67     50 50  

10 

M2  29 42 21 8  17 58 25 
Control 75 25     92 8  
M  100     42 58  
DB 8 92     67 33  
F  88 13    37 63  
B 4 38 38 13 8  67 33  
H  100     58 42  
M1 21 79     75 25  

20 

M2   46 8 46  33 50 17 
Control 67 33     92 8  
M  92 8    67 33  
DB  100     92 8  
F  100     75 25  
B 42 58     67 33  
H 58 42     92 8  
M1 8 92     58 42  

30 

M2 4  33 17 46  42 42 17 
a C: Control; M: MCPA; DB: 2.4-DB; F: Flumetsulam; B: Bentazon; H: Haloxyfop-metil; M1: 

Flumetsulam/2.4-DB; M2: Bentazon/MCPA.  
b La fitoxicidad al follaje de los herbicidas fue ensayada mediante una escala desde 1 = sin daño visible a 5 = 

planta completamente muerta. Los síntomas incluían clorosis, necrosis en las hojas y disminución en el 
crecimiento. 

c El daño a la raíz provocado por el herbicida fue ensayado mediante una escala de 1-3, donde 1 = sin 
síntomas; 2 = tejido con lesiones y 3 = raíz necrótica con tejido muerto. 

d Los datos fueron analizados para cada tiempo, mediante la prueba no-parametrica Chi-cuadrado de Pearson 
(P<0,05). 
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Tabla 4. Porcentaje de plantas distribuidas a través de las categorías de daño al follaje 

y raíz en respuesta a varios herbicidas aplicados al doble de la dosis recomendada 

Nivel de toxicidad al follaje b Nivel de daño a la raíz cTiempo 
(días) Herbicida a

1 2 3 4 5 1 2 3 

Control 79d 21     100   
M  54 25 21   33 67  
DB 17 83     58 42  
F 29 71     75 25  
B  33 29 38   83 17  
H 25 75     42 58  
M1 13 83  4   33 67  

10 

M2   13 25 63   42 58 
Control 67 33     75 25  
M  21 67 8 4  8 75 17 
DB 8 79 13    83 17  
F  29 71    58 42  
B  21 38 21 21  75 25  
H  100     83 17  
M1  100     75 25  

20 

M2   17 21 63  17 42 42 
Control 54 46     92 8  
M   17 63 21  33 42 25 
DB  92 4 4   75 25  
F  71 29    92 8  
B  63 4  33  67 25 8 
H 50 50     75 25  
M1 4 96     58 42  

30 

M2    21 79   17 83 
a C: Control; M: MCPA; DB: 2.4-DB; F: Flumetsulam; B: Bentazon; H: Haloxyfop-metil; M1: 

Flumetsulam/2.4-DB; M2: Bentazon/MCPA.  
 b La fitoxicidad al follaje de los herbicidas fue ensayada mediante una escala desde 1 = sin daño visible a 5 = 

planta completamente muerta. Los síntomas incluían clorosis, necrosis en las hojas y disminución en el 
crecimiento. 

c El daño a la raíz provocado por el herbicida fue ensayado mediante una escala de 1-3, donde 1 = sin 
síntomas; 2 = tejido con lesiones y 3 = raíz necrótica con tejido muerto. 

d Los datos fueron analizados para cada tiempo, mediante la prueba no-parametrica Chi-cuadrado de Pearson 
(P<0,05). 

 

Los datos de fitotoxicidad al follaje y daño a la raíz, obtenidos mediante escalas, fueron 

analizados para cada tiempo por la prueba H de Kruskal-Wallis y cuando correspondió la 

separación de grupos se realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney corregida por el 
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procedimiento de Bonferroni (P<0,05). Éstos valores son estadísticos sintéticos obtenidos 

en el análisis y están basados en las frecuencias de daño observadas con cada escala. En 

este sentido, la asignación de rangos permite determinar si los valores asignados mediante 

las escalas tienen diferencias significativas debido a la aplicación de las distintas dosis de 

herbicidas (Shah and Madden, 2004; Siegel and Castellan, 1988; Steiner et al., 1997; 

Vettraino et al., 2003). Estos análisis mostraron claramente que la mayoría de los herbicidas 

tienen un efecto fitotóxico comparado al menor número de herbicidas que provocan daño a 

raíz y el efecto dosis fue claro en la mayoría de los herbicidas (Tablas 5 y 6). Bentazon no 

tuvo efecto sobre el daño a la raíz, pero con 2,4-DB, flumetsulam, haloxifop-metil y 

flumetsulam/2,4-DB al comienzo del experimento se observó daño. MCPA y 

bentazon/MCPA tuvo un efecto significativo en todos los tiempos. Sin embargo, el efecto 

dosis no fue observado para las dosis 1X y 2X, excepto a los 30 días para bentazon/MCPA. 

 

Tabla 5. Rangos medios desde la prueba H de Kruskal-Wallis para el daño a la raíz de 

trébol rosado en respuesta a varios herbicidas 

Rangos mediosbDosisa

 Herbicidac

10 days M DB F B H M1 M2 
Control 24 a d 26 a 20 a 29 a 27 a 24 a 20 a 

1X 38 b 37 b 23 a 35 a 28 a 38 b 42 b 
2X 43 b 37 b 23 a 32 a 43 b 43 b 51 b 

20 days              
Control 23 a 29 a 26 a 29 a 29 a 29 a 23 a 

1X 36 b 35 a 42 b 35 a 37 a 33 a 39 b 
2X 48 b 30 a 34 ab 32 a 30 a 33 a 46 b 

30 days              
Control 25 a 30 a 30 a 28 a 30 a 27 a 22 a 

1X 33 ab 30 a 35 a 35 a 30 a 37 b 35 b 
2X 44 b 35 a 30 a 35 a 35 a 37 b 53 c 

a Dosis 1X: Dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores de rango medio calculados mediante la H de Kruskal Wallis, éstan basados en las frecuencias de 

daño observadas. 
c M: MCPA; DB: 2.4-DB; F: Flumetsulam; B: Bentazon; H: Haloxyfop-metil; M1: Flumetsulam/2.4-DB; M2: 

Bentazon/MCPA. 
d Valores en una misma columna, para cada tiempo, seguidos por la misma letra son no-significativamente 

diferentes basados en la prueba U Mann-Whitney, corregida por el procedimiento de Bonferroni, (P ≤ 0.05). 
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Tabla 6. Rangos medios desde la prueba H de Kruskal-Wallis para la toxicidad al 

follaje de trébol rosado en respuesta a varios herbicidas 

Rangos mediosb
Dosisa

Herbicidac

10 days M DB F B H M1 M2 
Control 40 ad 48 a 51 a 41 a 48 a 46 a 37 a 

1X 85 b 70 b 68 b 81 b 75 b 75 b 86 b 
2X 99 c 88 b 83 b 99 c 83 b 89 b 105 c 

20 days              

Control 39 a 43 a 39 a 38 a 41 a 43 a 37 a 
1X 81 b 86 b 85 b 89 b 90 b 80 b 94 b 
2X 105 c 89 b 101 c 99 b 90 b 93 b 100 b 

30 days              
Control 39 a 41 a 40 a 45 a 54 a 42 a 37 a 

1X 79 b 89 b 87 b 67 b 68 a 87 b 90 b 
2X 108 c 92 b 95 c 100 c 73 b 89 b 101 c 

a Dosis 1X: Dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores de rango medio calculados mediante la H de Kruskal Wallis, éstan basados en las frecuencias de 

daño observadas. 
c M: MCPA; DB: 2.4-DB; F: Flumetsulam; B: Bentazon; H: Haloxyfop-metil; M1: Flumetsulam/2.4-DB; M2: 

Bentazon/MCPA. 
d Valores en una misma columna, para cada tiempo, seguidos por la misma letra son no-significativamente 

diferentes basados en la prueba U Mann-Whitney, corregida por el procedimiento de Bonferroni, (P ≤ 0.05). 
 

Los cinco herbicidas y las dos mezclas tuvieron efectos variables sobre los parámetros de 

crecimiento y niveles de daño. Sin embargo, MCPA, bentazon y bentazon/MCPA redujeron 

el peso seco del follaje las plantas de trébol rosado. Otras investigaciones, en condiciones 

de invernadero, han reportado hasta un 50% de reducción en el rendimiento de materia seca 

en Trifolium subetrraneum debido a la aplicación de MCPA (Sandral et al., 1997). 

 

Las plantas tratadas con bentazon/MCPA provoco el daño más severo a la raíz y 

fitotoxicidad a las plantas de trébol rosado, estos resultados pueden deberse al hecho de que 

MCPA es un herbicida sistémico absorbido por las hojas y raíces y es traslocado en la 

planta, y que bentazon es un herbicida de contacto absorbido por el follaje y raíz con baja 

traslocación, y que cuando estos herbicidas son aplicados en combinación se puede 

producir un efecto sinérgico. Estos tres tratamientos de herbicidas, especialmente bentazon, 

causaron disminución en el rendimiento de materia seca del follaje y en general afectaron 
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adversamente el peso seco de la raíz. Estos efectos adversos fueron manifestados 

visualmente por los altos niveles de daño a la raíz y fitotoxicidad al follaje. Dear (1995) 

indica que MCPA y 2,4-DB provocan mayor número de radículas deformes en plántulas de 

T. subterraneum. 

 

Por otro lado, numerosos estudios han indicado que los herbicidas pueden afectar 

indirectamente a plantas de los cultivos por un incremento en su susceptibilidad a hongos 

fitopatógenos del suelo (Bollen, 1993; Heydari and Misaghi, 2003; Njiti et al., 2003; 

Sanogo et al., 2000). Los niveles de daño a la raíz de trébol rosado provocados en este 

estudio por MCPA, bentazon y bentazon/MCPA puede influenciar la relación entre trébol 

rosado y hongos fitopatógenos del suelo, principalmente Fusarium spp. indicado por la 

literatura como uno de los factores relacionados a la baja persistencia y disminución del 

rendimiento de esta leguminosa. A la luz de estos resultados los tratamientos MCPA, 

bentazon y bentazon/MCPA fueron seleccionados para evaluar su efecto sobre la infección 

radical causada por Fusarium spp. y crecimiento de trébol rosado en invernadero. 

 37



4.4 Efecto de los herbicidas seleccionados sobre la infección radical causada por 

Fusarium spp. y crecimiento de trébol rosado en invernadero 

 

 

4.4.1 Efecto del herbicida MCPA  

 

Efecto de la interacción dosis MCPA-nivel de inóculo sobre el crecimiento de trébol 

rosado 

Para la altura de planta, largo y peso seco de raíz la interacción dosis MCPA-nivel de 

inóculo no fue estadísticamente significativa (Tabla 7), indicando que los efectos de estos 

factores fueron independientes uno del otro durante el experimento. 

 

Tabla 7. Niveles de significancia para los efectos de dos niveles de inóculo de F. 

oxysporum y tres dosis de MCPA sobre algunos parámetros de crecimiento de trébol 

rosado en invernadero 

Fuente de variación Altura de 
planta 

Largo de 
raíz 

Peso seco 
de follaje 

Peso seco 
de raíz 

Diámetro 
de corona

20 días      

Dosis MCPA  0,01* 0,19 0,15 0,01* 0,16 

Nivel de inóculo (I) 0,42 0,32 0,70 0,61 0,97 

MCPA x I 0,09 0,79 0,37 0,30 0,69 

30 días      

Dosis MCPA 0,03* 0,54 0,55 0,01* 0,12 

Nivel de inóculo (I) 0,31 0,08 0,87 0,35 0,81 

MCPA x I 0,20 0,46 0,01* 0,12 0,02*

*: Significativo de acuerdo al análisis de varianza (P<0.05). 
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Comparado con el control la altura de planta disminuyó significativamente, resultando en 

una reducción del 13 y 7% a los 20 y 30 días con la dosis 2X, respectivamente (Tabla 8). El 

largo de raíz no fue afectado significativamente por los diferentes tratamientos durante el 

desarrollo del experimento. El peso de raíz mostró una significativa disminución 

comparado con el control, el rendimiento de materia seca para la raíz fue 18 y 27% 

menores que el control a los 20 días para las dosis 1X y 2X respectivamente, aunque el 

efecto de la dosis 1X no fue estadísticamente significativo (P<0,05). A los 30 días la dosis 

1X y 2X redujeron el peso seco de raíz en 37 y 40%, pero no se observaron diferencias 

significativas entre las dosis al nivel de probabilidad indicado. 

 

Tabla 8. Efecto de MCPA sobre la altura de planta, largo y peso seco de raíz de 

plantas de trébol rosado 

Dosisa Altura 
de planta (cm)

Largo 
de raíz (cm) 

Peso seco 
de raíz (mg) 

20 días    

Control 26,1ab 20,8a 148,2a 

1X 25,1a 18,5a 121,2ab 

2X 22,6b 19,8a 108,8b 

30 días    

Control 25,2a 24,7a 164,1a 

1X 26,1a 21,6a 104,3b 

2X 23,4b 24,1a 99,1b 
a Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada.  
b Valores seguidos por igual letra, en cada columna, son no-significativamente 

diferentes basados la prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
 

Para el peso seco del follaje y el diámetro de corona la interacción dosis MCPA-nivel de 

inóculo fue estadísticamente significativa, indicando que las dosis MCPA y el nivel inóculo 

fueron no-independientes en el efecto observado sobre estos parámetros a los 30 días 

(Tabla 7). El tratamiento herbicida-inóculo, comparado con las plantas inoculadas, redujo 

el peso seco en 20 y 24% con la dosis 1X y 2X respectivamente (Tabla 9). El diámetro de 

corona fue reducido en 10% con la dosis 2X respecto a las plantas inoculadas. A los 20 días 

la interacción no fue significativa (Tabla 7). 
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Tabla 9. Efecto de la interacción dosis MCPA-nivel de inóculo sobre el diámetro de 

corona y peso del follaje a los 30 días 

Nivel inóculo a Dosis de herbicida b

Diámetro de corona d Control 1X 2X 

0 3,6ac 3,0b 3,0b 

1 3,1b 3,1b 2,8c 

Peso de follaje e  

0 620,1a 497,4 b 445,9 b 

1 559,2a 448,2 b 426,9 c 
a Nivel 0: sin aplicación; nivel 1: 2.5 x 106 conidias/mL 
b Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada.  
c Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente 

diferentes basados la prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
d Valores en mm.,e Valores en mg. 

 

Severidad de infección radical y fitotoxicidad al follaje provocada por MCPA 

La severidad de la infección radical y fitotoxicidad al follaje fue evaluada mediante escalas, 

para cada tiempo mediante procedimientos estadísticos no-paramétricos, dado que los datos 

originados son de tipo categórico y el análisis de varianza no procede en estos casos. Así, se 

empleó la prueba H de Kruskal-Wallis, esta prueba se basa en la asignación de rangos a las 

frecuencias obtenidas desde las categorías de las escalas empleadas en las evaluaciones. 

Para la separación de los grupos, cuando correspondió, se realizó mediante la prueba U de 

Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni. Por otro lado, para 

representar gráficamente estos datos se calculó un índice de severidad de infección radical 

(ISI) y de fitotoxicidad para el follaje (IFF) (Figuras 8-9) 

 

La reacción de trébol rosado a la infección radical causada por F. oxysporum con la 

aplicación de dos dosis (1X y 2X) de MCPA se presenta en la figura 8. La severidad de la 

infección radical de las plantas de trébol fue significativamente (P<0,05) incrementada por 

la aplicación de MCPA. A los 20 días el ISI (0,25-1,0) fue significativamente incrementado 

en 21 y 48% con las dosis 1X y 2X, respectivamente (Figura 8). A los 30 días el ISI 

respecto al control fue incrementado en 23% por el nivel de inóculo y en 40 y 51% con la 

aplicación de las dosis 1X y 2X de MCPA, respectivamente (Figura 8). 
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Figura 8. Índice de severidad de infección radical (ISI) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de MCPA 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

MCPA, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de MCPA. 
El daño a la raíz fue evaluado sobre una escala desde 1-4, donde 1 = tejido radical completamente sano; 2 = 

algunas lesiones pardas superficiales en el tejido de la raíz; 3 = lesiones pardas extensas en el tejido de la 
raíz y 4 = raíz necrótica o tejido muerto. 

c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 
en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 

 

El efecto fitotóxico de la interacción F. oxysporum y dosis de MCPA sobre el follaje de las 

plantas de trébol rosado, expresado mediante el IFF es presentado en la figura 9. El IFF fue 

significativamente incrementado por la aplicación de las dosis (1X y 2X) de MCPA a los 

20 y 30 días. Se observó un incremento significativo (P<0,05) respecto al control de un 16 

y 36% con las dosis 1X y 2X a los 20 días, respectivamente (Figura 9). El tratamiento que 

incorporó la inoculación con F. oxysporum sin la adición de herbicida, a los 30 días 

incremento significativamente en 17% el IFF y la aplicación de las dosis 1X y 2X de 

MCPA incrementaron este índice en 30 y 38%, respectivamente (Figura 9). 

 41



20 30
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

aa

b

c

a

b

c

Ín
di

ce
 d

e 
fit

ot
óx

ic
id

ad
 a

l f
ol

la
je

 (I
FF

)

Días después de la aplicación de herbicida

 Control
 Fo
 Fo/1X
 Fo/2X

c

 
Figura 9. Índice de fitotoxicidad al follaje (IFF) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de MCPA 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

MCPA, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de MCPA. 
b El daño al follaje fue evaluado sobre una escala desde 1 = sin daño visible a 5 = planta completamente 

muerta. Los síntomas incluyeron clorosis, necrosis en las hojas y disminución del crecimiento. 
c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 

en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 
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4.4.2 Efecto del herbicida bentazon  

 

 

Efecto de la interacción dosis bentazon-nivel de inóculo sobre el crecimiento de trébol 

rosado 

 

Para la altura de planta, largo de raíz, peso seco de follaje y diámetro de corona la 

interacción bentazon-nivel de inóculo no resultó estadísticamente significativa (P<0,05), 

indicando que el efecto de estos factores fue independiente durante el periodo de 

experimentación (Tabla 10). Por otra parte, el análisis de varianza factorial para el peso 

seco del follaje no indicó efecto significativo para la interacción pero si para los factores en 

forma independiente, por lo tanto se realizó un análisis de varianza de una vía para cada 

factor. 

 

Tabla 10. Niveles de significancia para los efectos de dos niveles de inóculo de F. 

oxysporum y tres dosis de bentazon sobre algunos parámetros de crecimiento de trébol 

rosado en invernadero 

Fuente de variación Altura de 
planta 

Largo de 
raíz 

Peso seco 
de follaje 

Peso seco 
de raíz 

Diámetro 
de corona

20 días      

Dosis bentazon  0,04* 0,03* 0,01* 0,01* 0,10 

Nivel de inóculo (I) 0,38 0,41 0,01* 0,02* 0,19 

Bentazon x I 0,89 0,19 0,42 0.04* 0,31 

30 días      

Dosis bentazon 0,58 0,12 0,19 0,53 0,22 

Nivel de inóculo (I) 0,46 0,91 0,24 0,19 0,10 

Bentazon x I 0,43 0,11 0,33 0,04* 0,14 
*: Significativo de acuerdo al análisis de varianza (P<0.05). 
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El análisis de varianza para las dosis de bentazon indicó que la altura de planta, comparada 

con el control fue significativamente disminuída en 14 y 16% a los 20 días con la dosis 1X 

y 2X, respectivamente, aunque solamente la dosis 2X fue estadísticamente diferente 

(P<0,05). A los 30 días la altura de las plantas tratadas no fue afectada y fueron 

comparables al control (Tabla 11). 

 

El largo de raíz fue estimulado en 4 y 28% a los 20 días con la dosis 1X y 2X, 

respectivamente. Sin embargo, únicamente la estimulación provocada por la dosis 2X 

resultó estadísticamente significativa (P<0,05), y a los 30 días este parámetro no fue 

afectado. (Tabla 11). 

 

El peso seco del follaje fue significativamente reducido en 30 y 39% a los 20 días por las 

dosis 1X y 2X, respectivamente. Comparado con el control a los 30 días no se observaron 

diferencias significativas en la producción de materia seca del follaje con la aplicación de 

bentazon (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Efecto de bentazon sobre la altura de planta, largo de raíz y peso seco de 

plantas de trébol rosado 

Dosisa Altura de planta (cm) Largo de raíz (cm) Peso seco de follaje (mg)

20 días    

Control 20,8ab 20,7b 247,1a 

1X 17,3ab 21,6b 174,1ab 

2X 16,8b 26,4a 151,1b 

30 días    

Control 19,7a 18,1a 233,3a 

1X 19,5a 21,0a 170,6a 

2X 18,6a 17,1a 202,1a 
a Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
b Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente diferentes basados en la 

prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
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Por otra parte, el análisis de varianza para el nivel de inóculo (0 y 2,5×106 conidias mL-1) 

indicó disminución significativa en la producción de materia seca del follaje en 39 y 18% a 

los 20 y 30 días, respectivamente (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Efecto del nivel de inóculo sobre el peso seco del follaje de plantas de trébol 

rosado 

Nivel de inóculo a Peso seco de follaje (mg) 

20 días  

0 221,8b 

1 159,8ª 

30 días  

0 218,0a 

1 185,2ª 
a Nivel de inóculo 0: sin inóculo; nivel 1: 2.5×106 conidias mL-1. 
b Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente 
diferentes basados en la prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 

 

Tabla 13. Efecto de la interacción dosis bentazon-nivel de inóculo sobre el peso seco de 

raíz a los 20 y 30 días 

Nivel inóculo a Dosis de herbicida b

20 días Control 1X 2X 

0 95,1a 52,5c 48,6c 

1 65,3b 60,0b 40,8c 

30 días  

0 103,a 55,5b 50,5b 

1 59,5b 53,6b 59,9b 
a Nivel 0: sin aplicación; nivel 1: 2.5 x 106 conidias mL-1

b Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada.  
Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente 

diferentes basados la prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
 

Para el peso seco de raíz la interacción dosis bentazon-nivel de inóculo fue significativa, 

indicando que estos factores no fueron independientes en el efecto observado sobre este 

parámetro a los 20 y 30 días. El tratamiento herbicida-inóculo, comparado con las plantas 
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inoculadas, disminuyó significativamente el peso seco de raíz en 37 y 57% a los días y 48 y 

42% a los 30 días con las dosis 1X y 2X, respectivamente (Tabla 13). 

 

Severidad de la infección radical y fitotoxicidad al follaje provocada por bentazon 

 

Al igual que para el efecto del herbicida MCPA, la severidad de la infección radical y 

fitotoxicidad al follaje fue evaluada mediante escalas, por lo tanto se emplearon los 

procedimientos estadísticos y de representación anteriormente descritos (Figura 10-11).  

 

La reacción de trébol rosado a la infección radical causada por F. oxysporum con la 

aplicación de dos dosis (1X y 2X) de bentazon se presenta en la figura 9. La severidad de la 

infección radical de las plantas de trébol a los 20 días no fue afectada por ninguno de los 

tratamientos aplicados (Figura 10). A los 30 días el ISI respecto al control fue incrementado 

en 17% por el nivel de inóculo y en 31 y 17% con la aplicación de las dosis 1X y 2X 

(Figura 10). 

 

El IFF a los 20 días fue significativamente incrementado por la dosis 2X de bentazon en 

19%, y para los otros tratamientos no se detectaron efectos estadísticamente significativos 

(P<0,05). A los 30 días el tratamiento que incorporó la inoculación sin la adición de 

herbicida incremento significativamente el IFF en 31% y en 6% con ambas dosis de 

bentazon, sin embargo este incremento no fue estadísticamente significativo (P<0,05) 

(Figura 11). 

 46



20 30
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40 a

b

a

ca aa

Ín
di

ce
 d

e 
se

ve
rid

ad
 d

e 
la

 in
fe

cc
ió

n 
(I

SI
)

Días despues de la aplicación de herbicida

 Control
 Fo
 Fo/1X
 Fo/2X

a

 
Figura 10. Índice de severidad de infección radical (ISI) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de bentazon 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

bentazon, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de bentazon. 
El daño a la raíz fue evaluado sobre una escala desde 1-4, donde 1 = tejido radical completamente y 4 = raíz 

necrótica o tejido muerto. 
c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 

en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 
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Figura 11. Índice de fitotoxicidad al follaje (IFF) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de bentazon 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

bentazon, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de bentazon. 
b El daño al follaje fue evaluado sobre una escala desde 1 = sin daño visible a 5 = planta completamente 

muerta. Los síntomas incluyeron clorosis, necrosis en las hojas y disminución del crecimiento. 
c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 

en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 
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4.4.3 Efecto de la mezcla bentazon/MCPA 

 

 

Efecto de la interacción dosis bentazon/MCPA-nivel de inóculo sobre el crecimiento 

de trébol rosado 

Los parámetros altura de planta y largo de raíz no fueron afectados durante el periodo de 

experimentación por ninguno de los tratamientos aplicados (Tabal 14). La interacción dosis 

herbicida-nivel de inóculo no fue estadísticamente significativa (P<0,05) para el diámetro 

de corona, peso seco de follaje y raíz a los 20 días. Aunque por otro parte, el análisis de 

varianza factorial indicó que estos factores en forma independiente tuvieron efecto sobre 

estos parámetros de las plantas de trébol rosado, por lo tanto se realizó un análisis de 

varianza de una vía para factor (Tabla 14).  

 

Tabla 14. Niveles de significancia para los efectos de dos niveles de inóculo de F. 

oxysporum y tres dosis de bentazon/MCPA sobre algunos parámetros de crecimiento 

de trébol rosado en invernadero 

Fuente de variación Altura de 
planta 

Largo de 
raíz 

Peso seco de 
follaje 

Peso seco de
raíz 

 Diámetro de 
corona 

20 días      

Dosis bentazon/MCPA 0,07 0,14 0,00* 0,00* 0,01*

Nivel de inóculo (I) 0,08 0,25 0,00* 0,01* 0,02*

bentazon/MCPA x I 0,69 0,18 0,66 0,18 0,88 

30 días      

Dosis bentazon/MCPA 0,06 0,06 0,01* 0,04* 0,07 

Nivel de inóculo (I) 0,20 0,31 0,01* 0,03* 0,17 

bentazon/MCPA x I 0.43 0,72 0,05* 0,18 0,04*

*: Significativo de acuerdo al análisis de varianza (P<0.05). 
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Comparado con el control el diámetro de corona disminuyó significativamente en 36 y 26% 

a los 20 días y 14 y 13% a los 30 días con la aplicación de las dosis 1X y 2X, 

respectivamente (Tabla 15). El rendimiento de materia seca del follaje fue reducido por la 

aplicación de la mezcla bentazon/MCPA en 47 y 45% a los 20 días y 13 y 41% a los 30 

días con la aplicación de las dosis 1X y 2X, respectivamente (Tabla 15). El peso seco de 

raíz fue reducido significativamente (P<0,05) en un 54 y 50% a los 20 días y en 37 y 51% a 

los 30 días con la dosis 1X y 2X, respectivamente. A los 30 días se observó que la 

disminución fue mayor con el incremento de la dosis del herbicida, indicando claramente 

un efecto dosis sobre este parámetro (Tabla 15). 

 

Tabla 15. Efecto de bentazon/MCPA sobre el diámetro de corona, peso seco del follaje 

y raíz de plantas de trébol rosado  

Dosis a Diámetro de corona 
(mm) 

Peso seco de follaje 
(mg) 

Peso seco de raíz   
(mg) 

20 días    

Control 2,7a 247,1a 80,2a 

1X 1,7b 132,1b 37,2b 

2X 1,9b 136,7b 40,0b 

30 días    

Control 2,1a 233,4a 76,7a 

1X 1,7a 202,8a 48,0b 

2X 1,7a 138,2b 37,5c 
a Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada.  
b Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente diferentes basados en la 

prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
 

Por otro lado, el análisis de varianza de una vía para el nivel de inóculo mostró una 

reducción en el diámetro de corona de 20% a los 20, a los 30 días no se observó efecto 

(Tabla 16). La producción de materia seca del follaje fue reducida significativamente en 37 

y 29% a los 20 y 30 días, respectivamente (Tabla 16). Por otra parte, la producción de 

materia seca de la raíz de trébol rosado fue reducida por el nivel de inóculo en 41 y 35% a 

los 20 y 30 días, respectivamente (Tabla 16). Por otra parte, la interacción dosis herbicida-
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nivel de inóculo fue significativa (P<0,05) a los 30 días para el peso seco del follaje y 

diámetro de corona (Tabla 14). 

 

Tabla 16. Efecto del nivel de inóculo sobre el peso seco del follaje de plantas de trébol 

rosado 

Nivel de inóculo a Diámetro de corona 
(mm) 

Peso seco de follaje 
(mg) 

Peso seco de raíz   
(mg) 

20 días    

0 2,3a 210,2a 66,0a 

1 1,9b 133,3b 38,9b 

30 días    

0 1,9a 223,4a 68,0a 

1 1,8a 159,4b 44,3b 
a Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada.  
b Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente diferentes basados en la 
prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
 

Este resultado indica que el efecto observado sobre estos parámetros de trébol rosado en 

condiciones de invernadero es producto de la acción conjunta del herbicida y la presencia 

del hongo (Tabla 17). Comparado con las plantas inoculadas el tratamiento herbicida-

inóculo disminuyó el diámetro de corona de las plantas de trébol rosado en 11% con la 

dosis 1X, la dosis no tuvo efecto sobre este parámetro (Tabla 17). El peso seco del follaje 

en 37 y 55% con la dosis 1X y 2X, respectivamente (Tabla 17). 
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Tabla 17. Efecto de la interacción dosis bentazon/MCPA-nivel de inóculo sobre el 

diámetro de corona y peso del follaje a los 30 días 

Nivel inóculo a Dosis de herbicida b

Diámetro de corona d Control 1X 2X 

0 2,8ª 1,8b 1,8b 

1 1,8bc 1,6c 1,7b 

Peso de follaje e  

0 279,2ª 235,7ab 155,6c 

1 267,6ª 169,8b 120,5c 
a Nivel 0: sin aplicación; nivel 1: 2.5 x 106 conidias mL-1

b Dosis 1X: dosis recomendada; dosis 2X: doble de la dosis recomendada. 
c Valores seguidos por la misma letra, en cada columna, son no-significativamente diferentes 
basados la prueba de rango múltiple de Tukey (P≤0.05). 
d Valores en mm.,e Valores en mg. 

 

Severidad de la infección radical y fitotoxicidad al follaje provocada por 

bentazon/MCPA 

 

Al igual que para los efectos de lo herbicida MCPA y bentazon, la severidad de la infección 

radical y fitotoxicidad al follaje provocada por la mezcla de estos herbicidas fue evaluada 

mediante escalas, por lo tanto se emplearon los procedimientos estadísticos y de 

representación anteriormente descritos (Figura 12-13).  

 

La reacción de trébol rosado a la infección radical causada por F. oxysporum con la 

aplicación de dos dosis (1X y 2X) de la mezcla bentazon/MCPA se presenta en la figura 12. 

La severidad de la infección radical de las plantas de trébol a los 20 días solo fue afectada 

por la dosis 2X, se observó un incremento en el ISI de un 33% a los 20 y 30 (Figura 12). 

 

El IFF a los 20 días fue significativamente incrementado en 31 y 19% por las dosis 1X y 

2X de bentazon/MCPA (Figura 13). A los 30 días el tratamiento que incorporó la 

inoculación sin la adición de herbicida incremento significativamente el IFF en 31% y en 

19% el tratamiento con la dosis 1X (Figura 13). 
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La fitotoxicidad al follaje de las plantas de trébol rosado, evaluada 20 días después de la 

aplicación del herbicida, fue incrementada por la dosis 2X y por la interacción del hongo 

con las dos dosis del herbicida. Para los otros tratamientos a los 20 días no se detectaron 

diferencias significativas (Figura 13). A los 30 días se observaron efectos fitotóxicos al 

follaje por todos los tratamientos que incorporaban herbicida, aunque el mayor efecto lo 

provocó la dosis 2X, seguida de los tratamientos que incorporaban los dos factores (Figura 

13). 
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Figura 12. Índice de severidad de infección radical (ISI) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de bentazon/MCPA 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

bentazon/MCPA, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de bentazon/MCPA. 
El daño a la raíz fue evaluado sobre una escala desde 1-4, donde 1 = tejido radical completamente sano y 4 = 

raíz necrótica o tejido muerto. 
c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 

en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 
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Figura 13. Índice de fitotoxicidad al follaje (IFF) de trébol rosado cultivado en 

invernadero con aplicación de dos dosis de bentazon/MCPA 
a Tratamientos: Control, F0: inóculo de F. oxysporum, F0/1X: inóculo de F. oxysporum más dosis 1X de 

bentazon/MCPA, F0/2X: inóculo de F. oxysporum más dosis 2X de bentazon/MCPA. 
b El daño al follaje fue evaluado sobre una escala desde 1 = sin daño visible a 5 = planta completamente 

muerta. Los síntomas incluyeron clorosis, necrosis en las hojas y disminución del crecimiento. 
c Valores, para cada tiempo, seguidos por la misma letra indican son no-significativamente diferentes basados 

en la prueba U Mann-Whitney corregida por el procedimiento de Bonferroni (P ≤ 0.05). 
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El presente estudio es parte de un proyecto de investigación dirigido a dilucidar el efecto de 

los herbicidas utilizados comúnmente en el control de malezas en trébol rosado (Trifolium 

pratense L.) y su relación con los hongos fitopatógenos asociados a su baja persistencia y 

deterioro productivo. El interés por examinar la interacción entre trébol rosado y Fusarium 

spp. surge de la preocupación creciente por los efectos no deseados de los herbicidas sobre 

la severidad e incidencia de las enfermedades de las plantas.  

 

Se ha establecido que los efectos de los herbicidas sobre el desarrollo de las enfermedades 

surgen, generalmente, de la interacción entre los efectos directos sobre el patógeno y 

efectos indirectos vía respuestas mediadas por la planta (Altman y Campbell, 1977; Altman 

y Rovira, 1989a; Bollen, 1993; Sanogo et al., 2000). Cuando en el estudio in vitro se 

examinaron los efectos directos de los herbicidas sobre Fusarium oxysporum todos los 

herbicidas, excepto haloxifop-metil, mostraron un efecto inhibitorio en el crecimiento de la 

colonia. Los resultados obtenidos con el herbicida MCPA concuerdan con lo informado por 

Grossbard (1976), quien indicó que el crecimiento de Fusarium spp. fue inhibido con la 

aplicación de 1,5 veces la dosis recomendada de MCPA. En otro estudio realizado por 

Mussa y Russell (1977) se encontró que crecimiento miceliar de la colonia de Fusarium 

solani fue estimulado con el herbicida bentazon, el cual fue estudiado en una dosis similar a 

la recomendada en campo que fue utilizada en nuestro estudio. Por otra parte, la 

germinación de conidias fue inhibida por todos los herbicidas, excepto bentazon. Respecto 

al control la germinación conidial fue reducida en un 75% con la aplicación del doble de la 

dosis recomendada en campo de los herbicidas estudiados. En otro estudio realizado por 

Sanogo (2000) se observó una inhibición en la germinación de conidias de Fusarium solani 

de un 94% con la aplicación de la dosis recomendada en campo del herbicida glifosato. En 

este estudio se observó un efecto significativo de la dosis de herbicida sobre la germinación 

de conidias, la que fue inhibida en forma creciente con el aumento de la dosis. El rango de 

concentraciones de los herbicidas fue seleccionado para representar lo que podría 

encontrarse en campo cuando se aplica la dosis recomendada (1X) accidentalmente se 

traslapa la cobertura del rocío de aplicación (2X). Se asumió que el patógeno podría estar 

en contacto con el herbicida por exposición directa a la aplicación de la solución del 

herbicida, o a través de los compuestos de degradación del herbicida a través del 
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metabolismo o cometabolismo de estos productos por parte de la planta, los que son 

depositados sobre y en el suelo, y en otros casos por la traslocación del ingrediente activo 

del herbicida vía las raíces al suelo (Sanogo et al., 2000; Torstensson et al., 1989). 

 

Por otra parte, en el estudio del efecto directo de los herbicidas sobre las plantas de trébol 

rosado la fitotoxicidad de algunos de los herbicidas evaluados se manifestó en una 

reducción del rendimiento de materia seca del follaje de trébol rosado. MCPA redujo 

significativamente la producción de materia seca del follaje, la cual fue 41 y 46% menor 

que el control con la aplicación de la dosis recomendada y el doble de ésta, 

respectivamente. Bentazon disminuyó hasta 52% la producción de materia seca del follaje 

de las plantas y la mezcla bentazon/MCPA la redujo a un 43% del tratamiento control. 

Sandral (1997) en un estudio en condiciones de invernadero reportó hasta un 50% de 

reducción en el rendimiento de materia seca en Trifolium subetrraneum debido a la 

aplicación de MCPA. 

 

La mezcla de los herbicidas bentazon/MCPA provocó el más severo daño a la raíz y 

fitotoxicidad a las plantas de trébol rosado, estos resultados pueden ser debidos al hecho de 

que MCPA es un herbicida sistémico absorbido por las hojas y raíces y es traslocado en la 

planta, y que bentazon es un herbicida de contacto absorbido por el follaje y raíz con baja 

traslocación y que, cuando estos herbicidas son aplicados en combinación, se puede 

producir un efecto sinérgico. Estos tres tratamientos de herbicidas, especialmente bentazon, 

causaron disminución en el rendimiento de materia seca del follaje y en general afectaron 

adversamente el peso seco de la raíz. Estos efectos adversos fueron manifestados 

visualmente por los altos niveles de daño a la raíz y fitotoxicidad al follaje. Dear (1995) 

indica que MCPA y 2,4-DB provocan mayor número de radículas deformes en plántulas de 

T. subterraneum. Por otra parte, otros estudios con trébol rosado (T. pratense) y encarnado 

(T. incarnatum) tratados con la aplicación de las mismas dosis que las empleadas en 

nuestro estudio de los herbicidas MCPA y 2,4-DB, señalaron que estos herbicidas no 

afectaron la producción de materia seca, aunque las plantas mostraron síntomas de 

fitotoxicidad, y que la aplicación de dosis mayores redujo la producción de biomasa con 

ambos herbicidas (Díaz et al., 1992). Adicionalmente, la fitotoxicidad a las plantas 
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evaluada visualmente por medio de una escala visual de daño al follaje, indicó que los 

mayores efectos fitotóxicos fueron provocados por los herbicidas MCPA, bentazon y la 

mezcla de ambos, este último tratamiento de herbicida provocó fitotoxicidad al 46% de las 

plantas tratadas y por otra parte, este tratamiento provocó daño en la raíz al 17% de las 

plantas tratadas. En general, con los otros herbicidas no se observaron efectos sobre la 

fitotoxicidad al follaje o daño a la raíz. 

 

En los estudios individuales de los herbicidas sobre el hongo y las plantas se estableció 

claramente que los herbicidas MCPA, bentazon y bentazon/MCPA no tuvieron efecto sobre 

el crecimiento y reproducción de Fusarium oxysporum (producción de micelio y 

germinación de conidias respectivamente). Por otro parte, en el estudio del efecto directos 

de los herbicidas sobre de trébol rosado se estableció categóricamente que los herbicidas 

MCPA, bentazon y bentazon/MCPA provocaron un alto nivel de daño a las plantas el cual 

se manifestó por el efecto fitotóxico que redujo algunos parámetros de crecimiento 

evaluados y por la presencia de tejido radical dañado, es decir presencia de heridas en las 

raíces de las plantas lo que claramente favorecería liberación del contenido celular y el 

ingreso y posterior proceso de infección por parte de Fusarium oxysporum. En este sentido 

los cambios provocados en el hospedero como la modificación en los mecanismos de 

defensa y en su estructura favorecen la infección o propician un ambiente más favorable 

para el patógeno y el desarrollo de la enfermedad. Como se ha establecido en la literatura 

estos cambios incluyen alteraciones cualitativas y cuantitativas en la exudación de las 

plantas siendo los principales compuestos exudados azucares, amino ácidos y minerales, 

pudiendo resultar en una estimulación del crecimiento del patógeno e inhibición de la 

microflora potencialmente competitiva para éste. Los resultados obtenidos en los estudios 

de los efectos directos de los herbicidas sobre el crecimiento miceliar y germinación de 

conidias de Fusarium oxysporum y en el estudio del efecto directo de los herbicidas sobre 

las plantas de trébol rosado indican claramente que el efecto primario de los herbicidas 

MCPA, bentazon y bentazon/MCPA sobre la pudrición de raíz causada por Fusarium 

oxysporum sobre plantas de trébol rosado es la predisposición de las plantas a la infección y 

no una estimulación directa del patógeno. 
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En relación con lo anteriormente expuesto, el estrés impuesto a las plantas por los 

herbicidas en conjunto con otros factores puede indirectamente causar un incremento de las 

enfermedades (Altman y Rovira, 1989a). Efectivamente, el estrés producido por los 

herbicidas debilita y predispone a las planta a una rápida colonización por hongos (Altman 

y Rovira, 1989a; Canaday et al., 1986). La existencia de una condición de estrés en las 

plantas provocada por la aplicación de los herbicidas MCPA, bentazon y bentazon/MCPA 

podría explicar el significativo incremento en la infección radical de trébol rosado causada 

por F. oxysporum. En relación con lo anterior, es conocido que cuando se aplican 

herbicidas del tipo auxínico a malezas, estas usualmente ven estimulada su división y 

alargamiento celular a bajas concentraciones de estos productos, y con el incremento de la 

dosis una variedad de anormalidades en el crecimiento son inducidas. Estas incluyen 

epinastia, curvatura en los tallos, inhibición en el crecimiento del follaje y raíz, clorosis 

creciente y destrucción de la membrana y sistema vascular, causando desecación, necrosis 

localizada en los tejidos y muerte de la planta. Algunos de estos síntomas en las plantas de 

trébol rosado fueron observados en este estudio y también han sido informados por otros 

investigadores (Clay, 1989; Devine et al., 1993; Grossmann, 2000). Por otra parte, el 

herbicida bentazon es un inhibidor de la fotosíntesis, proceso clave en la conversión de la 

luz en energía, sin embargo las plantas susceptibles mueren por acumulación de moléculas 

altamente reactivas que destruyen la membrana celular y no por falta de energía metabólica. 

Es probable que el mayor efecto fitotóxico observado con la aplicación de la mezcla 

bentazon/MCPA sea producto de un efecto sinérgico entre los modos de acción de ambos 

herbicidas.  

 

Por otra parte, en relación con los efectos de los herbicidas sobre las enfermedades de las 

plantas y los estudios in vitro del efecto sobre los patógenos, la literatura indica que estos 

no siempre resultan en la misma dirección (Sanogo et al., 2000). Una posible explicación 

para esta discrepancia es que en los estudios in vitro el contacto directo entre patógeno y la 

dosis de herbicida podría no ser igual a como ocurre en la compleja interacción en el 

ambiente, entre el herbicida, patógeno y la planta (Karr et al., 1979). De acuerdo con 

algunos estudios el crecimiento de Fusarium es dependiente del contenido de nutrientes del 

medio (Liu et al., 1997; Sanogo et al., 2000), esto podría estar representando diferentes 
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niveles nutricionales del tejido de la planta, como los esperados en los distintos estados de 

crecimiento y por los efectos directos del herbicida sobre la planta (Jeffery y Burgess, 

1990). Por otra parte, Arshad (1998) indica que las respuestas anormales en el crecimiento 

durante el proceso de infección de las plantas por patógenos pueden ser asociadas, en 

algunos casos, al incremento de sustancias reguladoras del crecimiento. Estas sustancias, 

también llamadas fitohormonas (como el ácido indol acético y el ácido giberélico), son 

producidas por las plantas y por los microorganismos incluyendo los patógenos como F. 

oxysporum. Se ha sugerido en la literatura que el aumento en los niveles de estas 

fitohormonas en plantas enfermas puede ser debido a la síntesis de estas por parte del 

patógeno, lo que incrementa los niveles endógenos en los tejidos infectados; generación en 

exceso de estas por parte de la planta como reacción a la infección; emisión de compuestos 

por parte del patógeno que inactivan las enzimas involucradas en la degradación de estas 

sustancias reguladoras del crecimiento; aumento en el transporte de estas sustancias al sitio 

de infección y alteración en la degradación y conjugación de estas sustancias (Arshad, 

1998). 

 

Indudablemente los herbicidas no son el único factor que influyen en la enfermedad 

causada por Fusarium oxysporum a trébol rosado, sin embargo, a través de los resultados de 

esta investigación se observó que constituyen un elemento importante en el desarrollo de la 

infección radical a través de los efectos mediados por la planta. 
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5 PROYECCIONES 

Ciertamente la infección radical provocada por Fusarium oxysporum no es el único factor 

involucrado en la corta duración de las praderas de trébol rosado, sin embargo, su control es 

importante para incrementar la productividad y persistencia de esta especie y los resultados, 

obtenidos en este estudio con relación al uso de herbicidas son importantes para el manejo 

de esta enfermedad, siendo necesario continuar realizando estudios para dilucidar los 

mecanismos involucrados en esta interacción. Por otra parte, la presencia del insecto 

fitófago horadador de la raíz de trébol rosado, Hylsatinus obscurus, también ha sido 

asociada a la baja persistencia de trébol rosado. Este horadador es un escolítido, cuyo 

principal hospedero es trébol rosado, alimentándose y oviponiendo en esta especie (Kamm 

y Buttery, 1984). En relación con esto, la literatura indica que uno de los factores que 

inciden en el establecimiento de una plaga sobre un cultivo es el reconocimiento del 

hospedero por parte del organismo plaga. Según Wang (1999), indica que algunos insectos 

reconocen su hospedero basado en señales que perciben a distancia como algunos 

compuestos volátiles emitidos por la planta hospedera. Por otra parte, las plantas sintetizan 

y emiten una gran variedad de compuestos volátiles, algunos de los cuales pueden ser 

comunes a varias especies, mientras que otros son específicos para unas pocas especies 

relacionadas (Pichersky y Gershenzon, 2002), y el rol que cumplen estos compuestos 

volátiles, generalmente es defensivo (Hildebrand et al., 1993). Por otra parte, una planta sin 

daño mantiene un nivel base de compuestos volátiles que son liberados desde la superficie 

de la hoja o son almacenados en compartimentos especiales, y que plantas con daño 

presentan un perfil de compuestos volátiles marcadamente diferente (Paré y Tumlinson, 

1999). Lo anteriormente expuesto en conjunto con los resultados obtenidos en este estudio 

del efecto de los herbicidas sobre la interacción entre trébol rosado y hongos fitopatógenos 

permiten elaborar la hipótesis que “la aplicación de herbicidas aumenta la infección radical 

causada por Fusarium oxysporum y altera el perfil de compuestos volátiles emitido por las 

plantas de trébol rosado, modificando finalmente el comportamiento de Hylastinus 

obscurus”. La falta de antecedentes acerca del efecto de los herbicidas sobre el perfil de 

compuestos volátiles emitidos por plantas de trébol rosado y su incidencia en la relación 

planta insecto hacen necesario investigar en esta área. 

 60



6 CONCLUSIONES 

 

 

• El aislamiento de hongos desde plantas de trébol rosado con síntomas de pudrición 

radical, confirmó que hongos del genero Fusarium están asociados a la pudrición 

radical de esta leguminosa. Por otra parte, el estudio de patogenicidad realizado 

sobre plantas de trébol rosado permitió establecer que los aislamientos obtenidos 

varían en su nivel de virulencia, y que Fusarium oxysporum resultó ser altamente 

patogénico para trébol rosado (Trifolium pratense L. cultivar Quiñiqueli), cultivado 

en condiciones de invernadero. El desarrollo de este estudio permitió contar con un 

aislamiento de probada patogenicidad para realizar la investigación del efecto de la 

aplicación de herbicidas sobre trébol rosado y el desarrollo de la infección radical 

causada por hongos fitopatógenos del genero Fusarium. 

 

• En el estudio in vitro se observó que el herbicida flumetsulam y la mezcla 

bentazon/MCPA no afectaron el crecimiento de la colonia de F. oxysporum con 

ninguna de las dosis ensayadas. El herbicida MCPA inhibió la tasa de crecimiento 

in vitro de la colonia de F. oxysporum, y el nivel de inhibición fue inverso al 

incremento de la dosis del herbicida. Bentazon inhibió el crecimiento del hongo 

con la dosis de ingrediente recomendada en campo. El herbicida 2,4-DB y la 

mezcla flumetsulam/2,4-DB inhibieron fuertemente el crecimiento de la colonia de 

F. oxysporum. Para ambos herbicidas las dosis tuvieron un comportamiento similar 

y no se observó efecto de la dosis. Haloxifop-metil con las tres dosis estudiadas 

estimuló significativamente el crecimiento de F. oxysporum cultivado en PDA. En 

general, la dosis de campo de los herbicidas estudiados inhibió el crecimiento de la 

colonia del hongo, excepto para el caso del herbicida haloxifop-metil. Por otra 

parte, la germinación de conidias no fue afectada por el herbicida bentazon. Los 

herbicidas MCPA, haloxifop-metil, 2,4-DB, flumetsulam y las mezclas 

bentazon/MCPA y flumetslam/2,4-DB inhiben la germinación de conidias F. 

oxysporum, y la inhibición aumentó con el aumento de la dosis aplicada. 
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• En el estudio del efecto de los herbicidas sobre las plantas de trébol rosado se 

observó que el herbicida 2,4-DB, flumetsulam, haloxifopmetil y la mezcla 

flumetsulam/2,4-DB no afectaron el desarrollo de trébol rosado en invernadero, lo 

que indicó una alta selectividad de estos productos. Los herbicidas MCPA, 

bentazon y la mezcla bentazon/MCPA causaron disminución en el peso seco del 

follaje y afectaron adversamente el peso seco de la raíz. Estos herbicidas también 

tuvieron efectos fitotóxicos sobre el follaje y daño a la raíz de las plantas de trébol 

rosado. El desarrollo de este estudio permitió la selección de los herbicidas con 

mayor efecto fitotóxico y que causaron mayor daño al sistema radical de trébol 

rosado para realizar el estudio de la interacción entre herbicidas y patógeno sobre la 

infección radical de las plantas de trébol rosado. 

 

• En el estudio de la interacción Fusarium oxysporum-herbicida sobre la infección 

radical de las plantas de trébol rosado el herbicida MCPA provocó un aumento de 

la infección, la cual se incremento con el aumento de la dosis de herbicida. El nivel 

de fitotoxicidad al follaje de las plantas también fue mayor en los tratamientos con 

la aplicación de MCPA, reduciendo la producción de materia seca del follaje de las 

plantas.  

Bentazon incremento la infección radical de las plantas de trébol rosado al final del 

periodo de experimentación. La fitotoxicidad al follaje de las plantas se incrementó 

con la aplicación de bentazon al comienzo del ensayo, y hacia el final de este 

periodo se observó una recuperación, siendo comparables a las plantas control. La 

producción de materia seca del follaje fue reducida al comienzo del ensayo y al final 

del periodo de experimentación se observó una recuperación de las plantas. 

En el estudio del efecto de la aplicación en mezcla de estos herbicidas e inoculación 

con Fusarium oxysporum sobre trébol rosado en general se observó un incremento 

en la infección radical de las plantas, y fue mayor con el incremento de la dosis de 

herbicida aplicada. En general la dosis de aplicación más alta provocó fitotoxicidad 

a las plantas de trébol rosado, disminuyendo la producción de materia seca de las 

plantas, y la reducción fue mayor con el aumento de la dosis aplicada.  
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Estos resultados indican que el herbicida MCPA provoca el mayor efecto 

perjudicial sobre las plantas incrementando la infección radical y disminuyendo la 

producción de materia seca del follaje, y estos efectos fueron mayores con el 

incremento de la dosis de aplicación de este herbicida. 

 

• Los efectos de los herbicidas MCPA, bentazon y bentazon/MCPA sobre la 

infección radical de trébol rosado causada por F. oxysporum no han sido 

investigados previamente, y los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis 

constituyen el primer reporte al respecto. 

 

• Los resultados aquí presentados indican que algunos de los herbicidas empleados 

en el control de malezas en trébol rosado pueden incrementar la infección radical, 

causada por Fusarium oxysporum a las plantas de trébol en un ambiente 

controlado, lo que sugiere realizar estudio más acabado en relación a su aplicación 

en campo. 
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Abstract 7

Root rot caused by Fusarium oxysporum is a disease with detrimental effects on red 8

clover persistence. Agronomical management of red clover includes MCPA application 9

and there is no information regarding the effects of this herbicide on the disease. MCPA 10

was evaluated for its effects on Fusarium oxysporum root rot and red clover (Trifolium 11

pratense) growth in a greenhouse experiment. Additionally, in vitro mycelial growth 12

and conidial germination of Fusarium oxysporum were studied. Shoot dry weight and 13

crown diameter of seedlings were significant in the herbicide-inoculum interaction at 30 14

days. Herbicide-inoculum treatment reduced shoot dry weight by 20 and 24% at 1X and 15

2X rates respectively, and crown diameter was reduced by 10% at the higher rate. 16

Interaction with the other growth parameters was not significant, indicating that the 17

effects of these factors were independent of each other during the experiment. MCPA 18

treatment caused significant decrease on root dry weight, which decreased by 40% at 19

the end of the experiment. The disease severity index showed that MCPA caused 20

fusarium root rot to increase in severity on red clover seedlings throughout the 21

experiments and the foliage damage index showed that MCPA caused greater 22

phytotoxicity on inoculated plants, at higher rate. In general, conidial germination and 23

mycelial growth in vitro were reduced by MCPA. Results suggest that red clover 24

growth could be more affected by F. oxysporum after MCPA application and that 25

Fusarium root rot is enhancing at the higher rate of MCPA. 26

27 
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Introduction  1

The use of herbicides in the production of field crops is an essential component of 2

mechanized farming. However, increasing numbers of plant diseases are reported to 3

occur more frequently or more severely after the application of herbicides (Altman & 4

Campbell, 1977; Altman & Rovira, 1989; Bollen, 1993; Sanogo et al., 2000), although 5

in other cases herbicides have shown to cause decreases or no significant changes in 6

plant diseases (Dissanayake et al., 1998; Dann et al., 1999). The incidence and severity 7

of disease caused by fungal pathogens may be due to the effect of herbicides on plants, 8

pathogens, other microorganisms or on the interaction among them (Heydari et al.,9

1997; Heydari & Misaghi, 2003). 10

Red clover (Trifolium pretense L.) is an important perennial forage crop in Chile, 11

although it is considered a perennial species, seldom persisting beyond 2 or 3 years. 12

Fungal pathogens, particularly root diseases caused by species of Fusarium, are major 13

components of the disease complex that impacts red clover persistence. Fusarium 14

oxysporum is the most common species and is the most prevalent isolate recovered from 15

diseased red clover plants (Venuto et al., 1995; Steiner & Alderman, 1999). Fusarium-16

affected plants may exhibit poor or slow emergence, and resultant seedlings are often 17

stunted and weak. The fungus may penetrate directly through the epidermis or indirectly 18

through hypocotyls stomata, lenticels, or through wounds arising during secondary root 19

formation and cause necrotic lesions on lower stems and roots (Carson et al., 1991). 20

Commercial formulation of amine MCPA salt is widely used in Chile as well as 21

worldwide (Liu et al., 1994; AFIPA, 2002; Kudsk & Streibig, 2003) to control 22

broadleaf weeds in red clover. MCPA is absorbed by roots and foliage and translocated 23

into the plants to cause the death of these susceptible weeds. Their action mode causes 24

uncontrolled growth of the meristematic tissues and restraining synthesis of DNA and 25
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proteins; thus, they disrupt basic metabolic processes in plant cells and tissues. While 1

these effects are lethal to weeds, they also affect crops depending on a number of factors 2

(Conrad & Stritzke, 1980). Research on crops has indicated that the low concentrations 3

of chlorinated phenoxyacetic acid derivatives may stimulate the rate of root and shoot 4

growth, seed germination and photosynthesis, but the larger ones inhibit these processes 5

(Hess, 1993; Grabinska-Sota et al., 2003). Moreover, MCPA causes stunting, distortion 6

and gall formation on the roots of a number of crops (Tharp & Kells, 2000). We have 7

studied the primary effects of the most frequently used post-emergence herbicides 8

presently used for weed control on red clover in Chile, including MCPA. The results 9

indicated that this herbicide had the most detrimental effects on red clover plants 10

(Ceballos et al., 2004). 11

There is no information on the effects of MCPA on Fusarium oxysporum, the cause of 12

red clover root rot. It was of interest to examine the possible implications that such 13

interactions may have for the successful management and stand life of red clover. The 14

objective of this study was to assess the effects of MCPA on Fusarium root rot and red 15

clover growth. 16

17 
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Materials and methods 1

An isolate (of proven pathogenicity) of Fusarium oxysporum Schltdl. from diseased red 2

clover plants collected at the Carillanca Experimental Station in Temuco, Chile, was 3

maintained on potato-dextrose agar (PDA) and used in all experiments. A commercial 4

formulation of the herbicide MCPA (4-chloro2-methylphenoxy) acetic acid) ammonium 5

salt 750 LS was used.  6

7

Greenhouse studies of the MCPA-Fusarium oxysporum interaction 8

The experiment consisted of three rates of MCPA (0, 750 and 1500Kg a. i.ha-1)9

corresponding to 0%, 100% (1X) and 200% (2X) of the recommended application rate 10

for red clover and was applied with a compressed-air bicycle sprayer, calibrated to 11

deliver 200 Lha-1 of sterile water solution. The inoculum consisted of two levels, 0 and 12

level 1 that is 5 mL of 2.5x106 spores mL-1conidial suspension that was prepared from 13

two-week–old cultures grown on PDA. Experimental units consisted of single plastic 14

pots, 12 cm in diameter, filled with microwave sterilized soil (Islam & Weil, 1998) that 15

was planted with two red clover seeds, cv. Quiñequeli, previously disinfected with a 16

0.5% sodium hypochlorite solution. Allophanic soil (pH 6.1, 17% organic matter, 17

31.6% sand, 53% silt, 15.4% clay) was used. Seedlings were fertilized during the 18

experiment (N 50; P 200, K 80 mgKg-1,). 19

Inoculum was applied 15 days before the herbicide treatments and was injected into the 20

root zone of the aseptically grown plants, and herbicide was applied to seedlings at the 21

two- to three-leaf trifoliate stage. Temperature was 20-25ºC between night and day 22

respectively and natural light was supplemented with 1000 w lamps for 16 h. Pots were 23

watered regularly on the surface throughout experimentation to ensure adequate soil 24
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moisture. The greenhouse experiment was a randomized complete design with 10 1

replications and was repeated twice. 2

Seedlings were harvested at 20 and 30 days after herbicide treatment and washed under 3

running tap water. Root length, seedling height, crown diameter and dry weight of 4

shoots and roots were measured and visual observations of plant health were made. 5

Harvested plants were checked for the presence of fungi in their tissues by using the 6

PDA-petri plate culture procedure mentioned earlier. 7

Root rot disease was assessed on a scale from 1-4 scale where 1 = completely healthy 8

root tissue; 2 = a few superficial dark-brown lesions of root tissue; 3 = extended 9

superficial dark-brown lesions of root tissue and 4 = necrotic root or tissue death. Shoot 10

damage was assessed on a scale from 1 = no visible damage to 5 = complete plant 11

death. Symptoms included chlorosis, leaf necrosis, and stunted growth. The disease 12

severity index (DSI) and foliage damage index (FDI), were calculated by following the 13

formula ∑ (gxn)/N where g is the damage score, n is the number of seedlings belonging 14

to each class, and N is the total number of plants (Vettraino et al., 2003). 15

16 

Effects of MCPA on mycelial growth and conidial germination of F. oxysporum in 17

vitro. 18

Potato-dextrose agar (PDA, 39 g L-1, Difco) was amended with the commercial 19

formulation of MCPA at 0, 1X and 2X rates. An agar plug, 5 mm in diameter, was 20

removed from the margin of the actively growing colony of Furarium oxysporum (2-21

week-old cultures) placed in the center of herbicide-amended plates, and incubated at 22

22°C with a 12 h photoperiod provided by a daylight fluorescent light. Radial growth of 23

mycelium from the center was recorded for a month. Each treatment was replicated six 24

times and arranged in a completely randomized design. 25
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For conidial germination studies, conidia were removed from PDA cultures prepared as 1

above experiment. After two weeks conidia were harvested by adding 15 ml sterile 2

distilled water per plate and gently scraping the medium surface with a soft paintbrush. 3

The number of conidia was determined with a hemacytometer. The proportion of 4

germinated conidia was computed as the ratio of germinated conidia to observed 5

conidia. Each treatment was replicated six times and arranged in a completely 6

randomized design. 7

8

Data analysis 9

Root length, seedling height, crown diameter and dry weight of shoots and roots were 10

subjected to a variance analysis and a Tukey test at a 5% significance level. Since 11

foliage damage and root rot severity were evaluated using scales, resulting in ordinal 12

data, these were analyzed using non-parametric statistic procedures (Ceballos et al,.13

2004; Shah & Madden, 2004) by means of the Kruskal-Wallis test and groups were 14

separated using the Conover test. (P≤ 0.05) (Conover, 1999).  15

Data of mycelial growth are given as a growth index obtained by dividing average 16

diameter growth for the treatment by that for the corresponding control and analyzed by 17

Dunnet multiple comparisons with a control test (P≤0.05). Conidial data were analyzed 18

by the Tukey test (P≤0.05). 19

20 
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Results 1

2

MCPA rate – inoculum interaction effects on red clover growth   3

For the plant height, root length and root dry weight, the MCPA- inoculum interaction 4

was not significant (Table 1), indicating that the effects of these factors were 5

independent of each other during the experiment. 6

7

(Table 1) 8

9

Compared to the untreated control, plant height decreased significantly resulting in 10

plants that were 13% and 7% smaller at 20 and 30 days with the 2X rate respectively 11

(Table 2). Root length of red clover did not significantly differ among treatments 12

throughout the experimental period. Root dry weight showed a significant decrease 13

compared to the control, weighing 18% to 27% less than the control at 20 days by the 14

1X and 2X rates respectively, although 1X rate effect was not significant. At 30 days 15

the 1X and 2X rate reduced root dry weight in 37% to 40%, but no significant 16

differences were observed between rates.  17

18 

(Table 2) 19

20 

Shoot dry weight and crown diameter interaction was significant, indicating that MCPA 21

rates and inoculum levels were not independent of each other at 30 days after the 22

experiment (Table 1). Herbicide-inoculum treatment reduced shoot dry weight by 20% 23

and 24% at the 1X and 2X rates with regard to inoculate plants respectively (Table 3). 24

Crown diameter was reduced by 10% at the 2X rate with regard to inoculates plants. At 25
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20 days, MCPA- inoculum interaction was not significant (data not shown). Inoculated 1

plants do not showed significant differences with regard to untreated plants at the end of 2

the experiments.  3

4

(Table 3) 5

6

Root rot severity and foliage damage 7

Root rot severity and foliage damage data from rating categories of plants were 8

analyzed each time by the non-parametric Kruskal-Wallis test. This test is based on 9

mean ranks assigned from frequency calculations of rate categories from foliage and 10

roots scales; graphical presentation data are given by a disease severity index (DSI), 11

(Fig. 1) and a foliage damage index (FDI), (Fig. 2) (Vettraino et al., 2003). 12

13 

(Figure 1) 14

15 

(Figure 2) 16

17 

These analyses showed that MCPA caused fusarium root rot to increase in severity on 18

red clover seedlings to the 2X rate at 20 days (Fig.1). For the other treatment no 19

significant differences were detected. At 30 days, DSI decreased and significant 20

differences were observed only at the 2X rate with regard to inoculated plants. MCPA 21

had phytotoxic effects on the foliage of inoculated plants at the 2X rate. At 30 days FDI 22

showed significant differences with respect to inoculated plants, although no rate effect 23

was detected (Fig.2). Both DSI and FDI showed significant differences to inoculated 24

plants with regard to untreated plants at 30 days. 25
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Mycelial growth and conidia germination of Fusarium oxysporum in vitro 1

Mycelial growth showed no significant differences compared to the control at both rates 2

of herbicide, although some significant inhibition was observed for 1X rate at the 3

beginning and at the end of experiments. At the 2 and 27 day, mycelial growth was 16% 4

and 20% lower than the control, respectively (Fig. 3). 5

MCPA significantly reduced the germination of conidia when used at the 2X rate by 6

24% with respect to untreated conidia, whereas at the recommended field application 7

rate (1X) no significant differences were observed (Table 4). 8

9

(Figure 3) 10

11 

(Table 4) 12

13 
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Discussion 1

The present study is part of a research program aimed at evaluating the impact of the 2

some herbicides applied  for weed control of red clover, on root disease development 3

and how this could be a contributing factor to the low persistence of red clover. We 4

studied the phytotoxic effects of most post-emergence herbicides presently used as 5

weed control on red clover in Chile, which includes MCPA. The results indicated that 6

this herbicide had significant detrimental effects on red clover plants (Ceballos et al.,7

2004), yet they usually recovered over time.  8

The herbicide concentrations used were selected to represent what would be 9

encountered in production fields at the recommended application rate (1X) and overlap 10

of spray coverage (2X).  11

It has been established that effects of herbicides on disease development generally result 12

from interaction between direct effects on the pathogen and indirect effects via plant-13

mediated responses (Altman & Rovira, 1989; Bollen, 1993). Our result showed that 14

when direct effects of herbicide on F. oxysporum were examined in vitro, MCPA 15

caused inhibitory effects on spore germination, in general and some inhibitory effects 16

on mycelial growth. Other studies with Fusarium spp. have shown inhibitory responses 17

too (Grossbard, 1976); stimulation of growth of Fusarium spp by some herbicides also 18

have been reported previously (Mussa & Rusell, 1977). Previous research showed that 19

the effects of herbicides on plant diseases does not always lead to the same results as 20

their effects on pathogens in vitro studies (Sanogo et al., 2000), because in vitro, direct 21

contact between pathogen-herbicide would not be as likely to occur in the complex 22

interaction in the environment. According some studies fusarium growth was dependent 23

of the nutrient content of media (Liu et al., 1997; Sanogo et al., 2000), that could be 24

represented different nutritional levels on plant tissue, as may be expected by indirect 25
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herbicide effects on plants (Altmann & Rovira, 1989; Jeffery & Burgess, 1990). Our 1

study was carried out at the optimum nutritional conditions for mycelial growth of 2

Fusarium oxysporum (Sanogo et al., 2000) 3

According our results MCPA application to plants growing in Fusarium oxysporum 4

inoculated plants resulted in decreased shoot growth  and crown diameter,  although non 5

herbicide- inoculum interaction were observed for plant eight and root dry weight, 6

theses were affected by MCPA, decreasing during the experiment. Additinally, MCPA 7

caused Fusarium root rot increased in severity on red clover seedlings at higher rates 8

along with foliar damage.  9

In all of our studies, seedling injury from exposure to MCPA was evident in the absence 10

of the pathogen. On shoot, these include leaf epinasty, stem curvature and leaf chlorosis 11

and necrosis. Symptoms of injury on root included visible cracking and localized 12

necrosis. These symptoms have been reported previously (Ceballos et al., 2004; Clay, 13

1989; Devine et al., 1993; Grossmann, 2000). The root cracks particularly appeared to 14

be favorable site for ingress by the pathogen because lesions typically occurred at such 15

cracks. FDI was defined based on the phytotoxicity effect of the herbicide on red clover. 16

For DSI was difficult to distinguish some tissue injury caused by root rot from those 17

caused by direct herbicide injury on roots. Additionally the presence of infection was 18

verified by taking fragments of infected roots. 19

It have been reported that stress imposed by some herbicides can indirectly lead to 20

increased disease in crops and their application weakens and predispose plants to fungal 21

colonization (Bollen, 1993, Carson et al., 1991). MCPA effects on red clover could 22

explain the significant increase in disease severity producing immediate responses in the 23

plants compared to the untreated plants, whose development was significantly affected. 24

It is clear that MCPA and Fusarium were not independent in plant development. 25
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The effects of MCPA on infection by Fusarium oxysporum have not been previously 1

reported, although comparisons can be made to results obtained with other herbicides, 2

where pathogenicity of fusarium was increased (Greaves & Tottman, 1989). 3

Based our data, MCPA can increase Fusarium root rot severity in red clover seedlings in 4

a controlled environment, however, these result could be affected under field conditions 5

where many other factors influence disease severity and the interaction between 6

pathogens and host. Reichard et al., (1997) reported that residual effect of some 7

hormone-like herbicides under field conditions became a factor in reducing disease 8

severity in the field. 9

10 
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Table 1. Significance levels of the effects of three rates of MCPA herbicide and two 1

inoculum levels of Fusarium Oxysporum on growth parameters of red clover in the 2

greenhouse 3

Source of variation Plant height Root length Shoot dry 
weight 

Root dry 
weight 

Crown 
diameter 

20 days  

Rates MCPA  0.01* 0.19 0.15 0.01* 0.16 

Inoculum levels (I) 0.42 0.32 0.70 0.61 0.97 

MCPA x I 0.09 0.79 0.37 0.30 0.69

30 days      

Rates MCPA 0.03* 0.54 0.55 0.01* 0.12 

Inoculum levels (I) 0.31 0.08 0.87 0.35 0.81 

MCPA x I 0.20 0.46 0.01* 0.12 0.02*

*: Significant effect at P<0.05 4

5
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Table 2.  MCPA effect on plant height, root length and root dry weight of red 1

clover plants 2

Ratesa Plant height Root length Root dry weight 

20 days (cm) (cm) (mg) 

Untreated 26.1ab 20.8a 148a 

1X 25.3a 18.5a 121ab 

2X 22.6b 19.8a 108b 

30 days    

Untreated 25.2a 24.6a 164a 

1X 26.9a 21.9a 104b 

2X 23.4b 24.5a 99b 
a Rate 1X: Recommended rate; rate 2X: twice of recommended rate.  3

Values within a column for each time, followed by the same letter are not significantly 4

different based on Tukey’s test (P≤0.05). 5

6
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Table 3.  MCPA rate – inoculum level interaction effects on red clover crown 1

diameter and Shoot dry weight at 30 days  2

Inoculum levela Herbicide rateb

Crown diameterc Untreated 1X 2X 

0 3.6a 3.0b 3.0b

1 3.1b 3.1b 2.8c

Shoot dry weightd

0 620.1a 497.4 b 445.9 b

1 559.2a 448.2 b 426.9 c
a Inoculum level: 0: Untreated , 1: Fusarium inoculum. 3

b Rate 1X: Recommended rate; rate 2X: twice of recommended rate. 4

c Values in mm., d Values in mg.  5

Values followed by the same letter are not significantly different based on Tukey’s test 6

(P≤0.05).  7

8
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Table 4. Germination of Fusarium oxysporum conidia on MCPA solutions 1

Herbicide ratesa Germinated conidia (%) 

0 42.5 a

1X 45.4 a

2X 32.7 b
a Rate 1X: Recommended rate; rate 2X: twice of recommended rate. 2

Values within a column for each rate, followed by the same letter are not significantly 3

different based on Tukey’s test (P≤0.05). 4

5
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Figure 1. Disease severety index from MCPA-Fusarium oxysporum treatments on 3

red clover plants 4

a Treatments: Untreated, F0: Fusarium inoculum, 1X: MCPA 1X rate, 2X: MCPA 2X rate, F0/1X: 5

Fusarium inoculum plus MCPA 1X rate, F0/2X: Fusarium inoculum plus MCPA 2X rate. 6
b Root rot severity was assessed on a scale from 1-4 scale where 1 = complety healthy root tissue; 2 = a 7

few superficial dark-brown lesions of root tissue; 3 = extended superficial dark-brown lesions of root 8

tissue and 4 = necrotic root or tissue death. 9

Values for each time, followed by the same letter are not significantly different based on U Mann-10 

Whitney’s test (P ≤ 0.05).  11 

12 
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Figure 2. Foliage damage index from MCPA-Fusarium oxysporum treatments on 3

red clover plants 4

a Treatments: Untreated, F0: Fusarium inoculum, 1X: MCPA 1X rate, 2X: MCPA 2X rate, F0/1X: 5

Fusarium inoculum plus MCPA 1X rate, F0/2X: Fusarium inoculum plus MCPA 2X rate. 6
b Foliage damage was assessed on a scale from 1 = no visible damage to 5 = complete plant death. 7

Symptoms included chlorosis, leaf necrosis, and stunted growth.  8

Values within a column for each time, followed by the same letter are not significantly different based on 9

U Mann-Whitney’s test (P ≤ 0.05).  10 

11 

Page 22 of 23Weed Research

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



R
eview

 C
opy

23

2 7 12 17 22 27

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

*
*R

at
io

do
se

ga
/c

on
tro

l

Days after inoculation

Herbicide rate a

1X
2X

b

1

2

Figure 3. Mycelial growth of Fusarium oxysporum  on PDA amended with MCPA 3

in vitro 4

a 1X: Recommended rate;  2X: twice of recommended rate. 5
b Data are given as a growth index obtained by dividing average diameter growth for the treatment by for 6

the corresponding control 7

* indicate significantly different based on Dunnet multiple comparison whit a control test (P≤0.05). 8
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