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Resumen

En este trabajo se evaluaron in vitro aislamientos nativos de Trichoderma asperelum, T. harzianum'y T. theo-
bromicola como agentes de biocontrol de Fusarium semitectum Berkeley y Ravenel, Corynespora cassiicola
(Berk. y Curt.) Wei y Diaporthe/Phomopsis y como biopromotores del crecimiento inicial en soja. 7. harzianum
se destaco en el método de competencia por el sustrato. 7. asperellum Al y A2 en la produccion de metabolitos
solubles, mientras que 7. asperellum A2y T. theobromicola lo hicieron en la produccion de metabolitos volatiles.
Los antagonistas mostraron efecto parasitico por enrollamiento y formacion de estructuras en forma de gancho.
T harzianum y T. asperellum, enfrentados a los patdgenos, cubrieron la totalidad de la superficie de la placa
de Petri y esporularon sobre el micelio de los patdgenos. T. theobromicola cubrié el 50% de la superficie de la
placa y el micelio no avanz6 sobre los patogenos. Las semillas inoculadas con 7. theobromicola'y T. harzianum
incrementaron significativamente la energia germinativa y 7. theobromicola incrementd el poder germinativo.
No tuvieron efecto sobre la longitud de radiculas y talluelos, pero indujeron una mayor produccion de biomasa,
con pesos secos de talluelos y raices significativamente superiores a los testigos.
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Abstract

This study evaluated in vitro native isolates of Trichoderma asperelum, Trichoderma harzianum and Tricho-
derma theobromicola as biocontrol agents of Fusarium semitectum Berkeley and Ravenel, Corynespora cassii-
cola (Berk. and Curt.) Wei and Diaporthe/Phomopsis, and as initial growth promoters of soybean. 7. harzianum
was the best competitor for substrate. Two strains of 7. asperellum (Al and A2) showed significant production
of solouble metabolites, capable of reducing the pathogen growth while 7. theobromicola was good at producing
growth inhibitors volatile metabolites. Antagonists showed parasitic effect by winding and forming hook shaped
structures. 7. harzianum and T. asperellum covered the entire surface of the Petri dish and sporulated over the
pathogen mycelium. 7. theobromicola covered 50% of the surface of the plate and did not move over the patho-
gen mycelium. Seeds inoculated with 7richoderma significantly increased the percentage of germination energy
and 7. theobromicola increased the germination power. However, the treatment had no effect on the length of the
radicles and seedstalks. Even thought, it induced a greater production of biomass, with roots and seedstalks dry
weight significantly higher than the control.

Key words: biocontrol, antagonistic fungi, growth promoters, 7richoderma.

Introduccion

Entre las principales enfermedades fungicas
transmitidas por semillas que afectan el cultivo
de soja [Glycine max (L.) Merrill] se hallan el
tizén del tallo y de la vaina, la podredumbre de
la semilla y el cancro del tallo (complejo Dia-
porthe/Phomopsis), la podredumbre de la semi-
lla (Fusarium semitectum Berk. y Ravenel, F
solani (Martius), F. oxysporum (Schlechtendahl
emend. Snyder y Hansen) y la mancha anillada
[Corynespora cassiicola (Berk. y Curt.) Wei]
(Camara et al., 1995). Para reducir las pérdidas
ocasionadas por dichas enfermedades, se aplican,
generalmente, fungicidas quimicos altamente efi-

cientes y rapidos en el control (Mantecon, 2003)
que sin embargo, presentan el inconveniente de
ser toxicos inespecificos, que eliminan tanto a los
organismos fitopatdogenos como a los benéficos
(Rey et al., 2000). Ademas, su uso continuo ge-
nera el desarrollo de resistencia en los organis-
mos causantes de las enfermedades menciona-
das y la contaminacion del agroecosistema, con
consecuencias ambientales y también en la salud
humana.

La tendencia mundial actual hacia una agricul-
tura sustentable y la proteccion del medio am-
biente, impulsa el desarrollo de alternativas no
contaminantes capaces de complementar o reem-
plazar a los productos quimicos sintéticos en el
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control de enfermedades. Entre ellas, se destacan
especies fungicas del género Trichoderma con-
sideradas agentes eficientes de control de enfer-
medades y de promocion del crecimiento vegetal
(Harman et al., 2004). En 1932, Weinding ya re-
conocio la actividad micoparasitica y de produc-
cion de antibioticos de estos organismos. En afios
posteriores, la confirmacion de su capacidad de
controlar numerosas enfermedades culmind en la
produccion comercial de varias de estas especies
para la proteccién e incremento del crecimiento
en diversos cultivos y paises (Howell, 2003).

Estas especies fungicas son ubicuas, de rapido
crecimiento y produccion de esporas y eficientes
en la utilizacion de nutrientes. Ademas, sintetizan
enzimas degradadoras de la pared celular (celula-
sas, quitinasas, glucanasas, entre otras) y sustan-
cias antibioticas (Vinale et al., 2008; Benitez et
al., 2004). Estos agentes desplazan al fitopatoge-
no mediante diferentes mecanismos de accion, no
excluyentes entre si, que en algunos casos actian
sinérgicamente en el control de los patogenos
(Ghisalberti, 2000). La interaccion entre el anta-
gonista y el patogeno puede involucrar compe-
tencia directa por el espacio o por los nutrientes
(Jalil et al., 1997; Yasem de Romero et al., 2007),
produccion de metabolitos antibioticos, ya sean
de naturaleza volatil o no volatil (Lobo Junior y
Sobral de Abreu, 2000; Escobar et al., 2004) y/o
parasitismo directo, el cual incluye el crecimiento
direccionado del antagonista hacia el hongo blan-
co; el enrollamiento de 7richoderma sobre éste y
la formacion de ganchos (Martins Corder y Melo
1998), junto con la produccion de enzimas extra-
celulares antifungicas (Inbar et al., 1996, Howell,
2003). Asimismo, la produccion de metabolitos
toxicos y su efecto fungicida puede variar entre
especies y entre aislamientos de una misma espe-
cie (Martins Corder y de Melo, 1998). Trichoder-
ma, también posee gran capacidad de movilizary
tomar los nutrientes del suelo, lo que hace a este
género fingico mas eficiente y competitivo frente
a otros microorganismos (Benitez et al., 2004).
Todas estas caracteristicas los posicionan como
agentes de control biologico y Gonzalez Salgado
et al. (1999) destacan la conveniencia de obtener
aislamientos nativos, ya que los mismos estan
mejor adaptados a las condiciones edafoclimati-
cas de la zona donde seran aplicados.

En base a lo expuesto, y con el fin de encontrar
alternativas no contaminantes que contribuyan
al manejo sustentable del cultivo, se realizo este
trabajo cuyo objetivo fue evaluar in vitro aisla-
mientos de Trichoderma nativos como agentes de
biocontrol y de promocion del crecimiento inicial
en soja.

Materiales y métodos

Aislamientos de Trichoderma y fitopatogenos

La accion antagonista de 7. harzianum, T. theo-
bromicola y dos aislamientos de 7. asperellum,
denominados Al y A2, se evalud sobre los fito-
patogenos F. semitectum, C. cassiicola y sobre
el complejo Diaporthe/Phomopsis. Todas las
cepas estudiadas se aislaron a partir de semillas
de soja producidas por la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) en
la provincia de Tucuman, las que fueron cultiva-
das en agar papa glucosado (APG) al 2% con aci-
do lactico al 25%, previa desinfeccion superficial
(alcohol etilico 70° por 1 minuto, hipoclorito de
sodio al 1% por 1 minuto y dos lavados con agua
destilada estéril) e incubadas a 25 + 2°C y fotope-
riodo de doce horas.

Porcentaje del area ocupada por la colonia de
cada microrganismo

A partir de colonias puras de ocho dias de de-
sarrollo y en crecimiento activo de los aislamien-
tos de Trichoderma y de los fitopatdgenos, se
cortaron discos de 6 mm de diametro del borde
de la colonia. Los discos de cada uno de los mi-
croorganismos se colocaron individualmente en
el centro de placas de Petri con APG al 2% con
acido lactico al 25%. Las placas se incubaron en
las condiciones descriptas anteriormente y se rea-
lizaron lecturas diarias de dos diametros de cada
colonia en posicion ortogonal hasta que alcan-
zaron el borde de la caja. El promedio de estos
diametros se utilizod para estimar el porcentaje de
area ocupada (PAO) por la misma, considerando
el area total de la placa de Petri como equivalente
al 100% (Gonzalez Salgado et al., 1999).

Competencia por el sustrato

Se determin6d la competencia por el sustrato
segun el método de cultivos pareados (Mariano,
1993). Se cortaron discos del borde de cada co-
lonia de los aislamientos evaluados con un sa-
cabocado de 6 mm de diametro. Los discos de
cada uno de los microorganismos se colocaron
individualmente en placas con APG al 2% con
acido lactico al 25%, a 2,5 cm del centro de la
placa, enfrentados en caso de los tratamientos
testigos, a discos de APG ubicados a la misma
distancia del centro de la placa. En el caso de los
tratamientos, se enfrentaron discos de los fitopa-
togenos con discos de los antagonistas evaluados
(Yasem de Romero et al., 2007). Se incubaron y
se hicieron lecturas diarias de dos diametros en
posicion ortogonal de ambas colonias hasta en-
frentamiento determinandose el PAO por cada
microorganismo. También, se evalud la capaci-
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dad antagoénica de Trichoderma sobre los patoge-
nos, teniendo como referencia la escala de cinco
clases propuesta por Bell ez al. (1982).

Tipo de parasitismo

Se determino el tipo de parasitismo mediante
el método de cultivos pareados modificado. Para
ello, se coloco previamente en la placa de Petri,
un portaobjeto esterilizado con una fina lamina
de medio de cultivo. Para las observaciones mi-
croscopicas se adiciond azul de algodon sobre
el portaobjeto y se determind el tipo de interac-
cion por observaciones en el microscopio Optico
(Martins-Corder y de Melo, 1998).

Produccion de metabolitos difusibles

Para medir la produccion de metabolitos difus-
ibles se coloco un circulo de papel celofan estéril
cubriendo el medio de cultivo de cada placa uti-
lizada. Luego, se transfirio un disco del antago-
nista al centro de la placa y se incubd 72 horas
en las mismas condiciones mencionadas ante-
riormente. Antes que el micelio del hongo an-
tagonista llegue al borde del papel celofan, se lo
retird junto con la colonia del antagonista y en
el mismo lugar se colocd un disco proveniente
del fitopatogeno. El testigo consisti6 en el cultivo
del patogeno, después de retirado el celofan, sin
previa siembra del antagonista (Mariano, 1993).
Se midi6 el crecimiento micelial de los patdge-
nos a las 96 horas y se calcul6 el porcentaje de
inhibicion que ejercidé el antagonista sobre el
patogeno mediante la siguiente formula:

% de inhibicion = [(A — B)/A]*100

donde A corresponde al diametro de la colonia
del patogeno en la condicidon de testigo y B al
diametro de la colonia del patdogeno en presencia
de metabolitos difusibles.

Produccion de metabolitos volatiles

A fin de determinar la produccion de metaboli-
tos volatiles de los aislamientos de Trichoderma
se empled el método de la placa sobrepuesta, que
consiste en sustituir la tapa de la placa de Petri
que contiene un cultivo del antagonista de 72 ho-
ras de crecimiento, por un circulo de papel celo-
fan estéril, sobreponiendo otra placa en la cual se
sembro el patogeno (Mariano, 1993). El porcen-
taje de inhibicion que ejercid el antagonista sobre
el patogeno se calculé empleando la férmula de-
tallada anteriormente.

Promocion del crecimiento inicial
Se trabajo con semillas de tamafio uniforme y
sin dafios a simple vista en su cubierta, del cul-

tivar A8000 RG (GM VIII) producidas por la
EEAOC en la localidad de Monte Redondo, De-
partamento Cruz Alta, Tucumén, Argentina. Los
aislamientos de Trichoderma se desarrollaron en
APG al 2% con écido lactico al 25% y se incu-
baron en las mismas condiciones mencionadas
con anterioridad. Se prepararon suspensiones de
concentracion 107 conidios.ml! de cada uno de
los cuatro aislamientos en estudio. Las semillas
se desinfectaron superficialmente y se las sumer-
gi6 durante 3 minutos en la suspension del ais-
lamiento correspondiente, que contenia ademas,
dos gotas del adherente Tween 20 al 10%. Poste-
riormente se secaron a temperatura ambiente por
24 horas (Luz, 2001). Las semillas testigo fueron
sumergidas en agua destilada estéril y el adhe-
rente por 3 minutos y se dejaron secar el mis-
mo tiempo que las tratadas (Pineda y Gonnella,
1988). Se sembraron lotes de 50 semillas en ban-
dejas plasticas de 24 a 17 cm conteniendo como
sustrato una mezcla de tierra y arena estériles en
proporcion 1:1, regada con 75 ml de agua destila-
da estéril. Se mantuvieron las bandejas cubiertas
con un plastico transparente en camara de cria a
25 + 2 °Cy fotoperiodo de 12 horas (Resende et
al., 2005). Se determinaron la energia germinati-
va (EG) como el nimero de plantulas visibles a
los 5 dias y el poder germinativo (PG) a los 8 dias
después de la siembra (Yasem de Romero et al.,
2000); efectuandose, ademas, mediciones de la
longitud y del peso verde y seco de la parte aérea
y de la raiz de cada plantula.

Andalisis de los datos

En todos los ensayos se emple6 un diseflo com-
pletamente aleatorizado con niimero de repeti-
ciones variables en cada caso. En el ensayo de
competencia por el sustrato se hicieron 5 répli-
cas, en las pruebas de produccion de metabolitos
difusibles, 8 réplicas y en volatiles, 10 réplicas.
En estos casos cada caja de Petri se considero
una repeticion. En el experimento de promocion
del crecimiento se utilizaron tres bandejas con 50
semillas cada una. Para el procesamiento estadis-
tico de los datos se empled un analisis de la va-
rianza y las medias fueron comparadas mediante
la prueba LSD de Fisher con un nivel de signifi-
cancia del 5%.

Resultados y discusion

Porcentaje del area ocupada por la colonia de
cada microorganismo

El PAO de las cuatro cepas antagonistas fue
significativamente superior al de las cepas pato-
genas en las tres mediciones realizadas (Tabla 1),
mostrando que 7richoderma tuvo un crecimiento
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Tabla 1. Valores promedios del diametro medio (DM) (mm), area de la colonia (cm?) y porcentaje del area ocu-
pada (PAO) (%) de cada microorganismo en diferentes tiempos de incubacion.

24 horas 48 horas 72 horas

Microor DM Area PAO DM Area PAO DM Area PAO
Diaporthe/Phomopsis 7,6 £0,8a 0,4+0,2a 0,7 +0,3a 135+19a 1,5+0,8a 23+12a 218+26a 39+1,6ab 6,2+26ab
Corynespora cassiicola 8,2+0,9ab 0,5+0,2a 0,8 +0,4a 12,1 +£2,1la 1,2+0,8a 1,8+1,3a 17,1+2,8a 2,3 +1,8a 3,7+2,8a
Fusarium semitectum 9,9+0,7b 0,9+ 0,2a 1,3+0,3a 19,7+ 1,70 3,6 £0,7b 5,7+1,0b 28,8+22b 74+14b 11,6 £2,2b
Trichoderma asperellum Al 144+0,6c 1,6+0,2b 2,6 £0,3b 374+1,5¢c 11,1 £0,6c 174+09c 61,8+2,0c 302+1,3c 47,5+2,0c
Trichoderma harzianum 20,9+0,9d  3,4+0,2¢ 5.4 +0,4c 46,6 +2,1d 17,1+0,8¢ 268+13e 71,8+2,8d 40,6+1,8d 63,8+2,8d
Trichoderma asperellum A2 21,1 +0,9d 3,5+0,2c 5,5+ 0,4c 43,7+2,1d 15,0+0,8de 23,6+ 1,3de 63,4+28c 31,6+1.8c 49,7+28¢c
Trichoderma theobromicola  23,0+09d 42+02d 6,7+ 0,4d 429+2,1d 14,6+0,8d 229+13d 61,9+28c 303+18c 47,7+28¢c
mas rapido; siendo ésta una de las caracteristicas ~ Trichoderma fueron menos efectivos. Estos re-

requeridas para la seleccion de un antagonista.
Esta diferencia se acentud con el tiempo. A su
vez, a las 72 horas, T. harzianum supero signi-
ficativamente a los otros aislamientos de Tricho-
derma. Con respecto a los tres microorganismos
fitopatogenos evaluados, en las primeras veinti-
cuatro horas no fue posible apreciar diferencias
significativas en su crecimiento; a medida que
avanzo el tiempo, F. semitectum demostréo mayor
PAO que los otros dos patogenos. C. cassiicola
presento estadisticamente valores similares a los
de Diaporthe/Phomopsis (Tabla 1). Gonzalez
Salgado et al. (1999) informaron resultados simi-
lares, obteniendo diferencias significativas en el
PAO de las cepas de Trichoderma evaluadas, con
respecto a tres cepas de Alternaria solani Sor.

Competencia por el sustrato

En los cultivos duales entre antagonista y fito-
patogeno, 7. harzianum provocé las mayores in-
hibiciones, mostrando diferencias significativas
(F=4,13; p<0,0001) con respecto al testigo y a
las otras cepas de Trichoderma evaluadas (Figura
1). Los mayores efectos de 7. harzianum se evi-
denciaron sobre Diaporthe/Phomopsis y F. semi-
tectum. En segundo lugar, se ubicé 7. asperellum
Al, influyendo en los mismos patogenos citados
en el caso anterior. Los otros dos aislamientos de

70 -

sultados concuerdan con los obtenidos por Anees
et al. (2010) al evaluar la capacidad antagonica
de diferentes aislamientos de Trichoderma proce-
dentes de un lote sembrado con remolacha azuca-
rera frente a Rhizoctonia solani.

El crecimiento de 7. harzianum'y T. asperellum
Al y A2 en cultivos pareados con los patogenos,
fueron encuadrados en la clase uno de la escala
propuesta por Bell ef al. (1982), ya que los an-
tagonistas cubrieron la totalidad de la superficie
de la placa de Petri y se produjo la esporulacion
sobre el micelio de los patégenos, mostrando un
elevado potencial de competencia por el sustra-
to (Figura 2A). En cambio, 7. theobromicola se
ubico en la clase tres ya que cubri6 el 50% de
la superficie de la placa y el micelio no avanz6
sobre los patogenos (Figura 2B).

Tipo de parasitismo

Dentro de las formas tipicas de parasitismo, 7.
theobromicola present6 estructuras semejantes a
ganchos, 7. asperellum enrollamiento de hifas al-
rededor de las hifas del patogeno y T. harzianum
ambas formas (Figura 3). El enrollamiento, como
forma tipica de parasitismo de Trichoderma so-
bre Fusarium detectada en este trabajo, coincide
con observaciones de John et al. (2010) quienes
estudiaron el parasitismo de Trichoderma viride
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Fig. 1. Porcentaje del area ocupada PAO (%) de Corynespora. cassiicola, Diapor-
the/Phomopsis y Fusarium semitectum enfrentados a las diferentes especies del
género Trichoderma. Letras distintas en la misma categoria indican diferencias sig-
nificativas con respecto a los testigos de acuerdo con la prueba de Fisher (p <0,05).
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sobre los patogenos de soja Fusarium oxysporum
f. adzuki y Pythium arrhenomades y con Howell
(2003) y Annes et al. (2010), quienes estudiaron
el parasitismo de Trichoderma sobre R. solani.

\ 4 LS . &

Fig. 2. A) Capacidad antagénica de Trichoderma har-
zianum sobre Fusarium semitectum. B) Capacidad
antagonica de 7. theobromicola sobre F. semitectum.

g ¥

- Eamag
Fig. 3. A) y B) enrollamiento de las hifas de Tricho-
derma harzianum sobre Fusarium semitectum; C) es-
tructuras en formas de gancho de las hifas de 7. theo-
bromicola sobre F. semitectum.

Deteccion de metabolitos difusibles

Los aislamientos de 7. asperellum Al y A2
fueron efectivos productores de metabolitos so-
lubles, que inhibieron el crecimiento micelial de
C. cassiccola (40%), Diaporthe/Phomopsis (30
— 43%) y F semitectum (65 — 73%) (Tabla 2).
Por su parte, 7. harzianum produjo metabolitos
difusibles que actuaron eficientemente inhibien-
do el crecimiento de colonias de F. semitectum
(49%) y Diaporthe/Phomopsis (53%), pero no
sucedié lo mismo con C. cassicola (16%). Por
ultimo, 7. theobromicola produjo metabolitos
no volatiles efectivos contra el crecimiento mi-

celial de F. semitectum (inhibicion del 46%),
pero casi nulos contra C. cassiccola y Diapor-
the/Phomopsis (3%). La cepa de F semitectum
evaluada se mostré6 muy susceptible a los me-
tabolitos solubles producidos por 7richoderma,
ya que fue fuertemente inhibida (mas del 45%)
por los cuatro aislamientos antagonistas evalua-
dos. Si bien los aislamientos estudiados lograron
inhibir el crecimiento micelial de los fitopatoge-
nos, los valores resultaron inferiores a los citados
por Madrid (2002) quien evalu¢ aislamientos de
Trichoderma que inhibieron a R. solani en por-
centajes superiores (93 - 100%) por la accion de
sus metabolitos no volatiles. Estas diferencias se
explican porque la importancia relativa de cada
uno de los modos de accion depende de cada pa-
reja de antagonista-patogeno y de las condiciones
ambientales (Rey et al., 2000).

Deteccion de metabolitos voldtiles

En la Tabla 3 se muestra que T. asperellum y
T theobromicola provocaron inhibicion signifi-
cativa sobre Diaporthe/Phomopsis (43%) y va-
lores intermedios sobre F. semitectum (21 'y 30%,
respectivamente). En este caso, la produccion de
metabolitos volatiles de las cepas de Trichoder-
ma evaluadas en este estudio fue superior a lo
citado por Madrid (2002), cuyas cepas tuvieron
produccién nula de metabolitos volatiles capaces
de inhibir el crecimiento del fitopatoégeno. 7. har-
zianum tuvo muy baja produccion de metabolitos
volatiles por lo que los datos obtenidos no se in-
cluyeron en la Tabla 3.

Promocion del crecimiento inicial en soja
Los tratamientos con suspensiones de 7. theo

Tabla 2. Diametro medio (DM) (mm) y porcentaje de inhibicion (%) producido por los metabolitos difusibles
de las especies del género Trichoderma sobre Corynespora cassiicola, Diaporthe/Phomopsis y Fusarium semi-

tectum.
Tratamientos C. cassiicola Diaporthe/Phomopsis FE semitectum
DM P1 DM P1 DM P1
Testigo . 332+4.8b 30,1+4,5b
T. asperellum Al 94+14a 41,6 23,1+3,4a 30,3 11,4+ 1,7a 65,0
T harzianum 134+2,7ab 16,3 15,7+32a 52,7 154+3,1a 48,7
T. asperellum A2 98+1,5a 389 19,1+38a 42,6 82+12a 728

T. theobromicola 15,6+ 3,1b 3,1

32,3+4,8b 2,6 16,4+33a 45,5

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la

prueba LSD de Fisher (p <0,05).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion (%) producido por los metabolitos volatiles de las cepas de Trichoderma spp.
sobre Corynespora cassiicola, Diaporthe/Phomopsis y Fusarium semitectum.

C. cassiicola Diaporthe/Phomopsis F. semitectum
% de % de % de
Tratamientos DM inhibicion DM inhibicion DM inhibicion
Testigo 21,0+ 1,7a 60,4+ 2,7b 55,1+£2,5b
T. asperellum A2 20,2+ 1,7a 3.8 344+ 33a 43.1 43,7+ 55ab 20.6
T. theobromicola 17,5+£0,7 a 16.7 34,4+ 23a 43.0 38,5+3,.8 a 30.2

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p <

0,05).
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bromicola y T. harzianum alcanzaron los valores
mas elevados de EG (89 y 85%), diferenciandose
significativamente del testigo (73%). En cuanto
al PG, solo T. theobromicola (90%) se diferen-
ci6 significativamente del testigo (81%). Como
se presenta en la Tabla 4, T. asperellum Al 'y T.
asperellum A2 presentaron valores muy seme-
jantes entre si (EG 80% y PG 87-88%). Estos
resultados concuerdan con Andrada et al. (2008)
quienes obtuvieron mayor emergencia en soja al
tratar lotes con una cepa de Trichoderma de ori-
gen colombiano. Comparando los valores obteni-
dos con los parametros de calidad de semilla de
soja de Scandiani (2003), los porcentajes de EG
y PG de las semillas inoculadas con Trichoderma
correspondieron a la calificacion “Muy buena” a
“Excelente”. En cambio, las semillas testigo fue-
ron calificadas como “Buenas”. A pesar de esto,
las semillas inoculadas con Trichoderma no su-
peraron significativamente al testigo en longitud
de talluelo y de radicula. En el primer caso, el
testigo fue apenas superado por 7. asperellum Al,
T harzianum 'y T. asperellum A2, en dicho orden,
mientras que en longitud de radicula, el testigo
y los tratamientos con Trichoderma alcanzaron
valores similares, y en el caso de 7. asperellum
A2 la radicula fue significativamente menor que

en el testigo (Figura 4). En relacion al peso fres-
co de radicula, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados con respecto al
testigo, mientras que para peso fresco de tallue-
los, T harzianum presentd diferencias significa-
tivas frente al testigo. Para 7. asperellum A2, T.
asperellum Al y T. theobromicola se obtuvieron
valores intermedios en dicho orden; sin manifes-
tar, sin embargo, diferencias significativas entre
ellos.

Los valores de peso seco de radicula obteni-
dos demostraron que los tratamientos con 7. as-
perellum Al 'y T theobromicola lograron pesos
significativamente superiores al resto, llegando
incluso a ser mayores al 40% respecto al testigo.
Si bien, 7. harzianum y T. asperellum A2 fueron
significativamente inferiores, superaron amplia-
mente al testigo (en un 20%) (Figura 5A). En
cuanto al peso seco de los talluelos (Figura 5B),
se observd que las plantulas tratadas con las dis-
tintas cepas de Trichoderma mostraron, en todos
los casos, valores significativamente superiores a
los testigos (30%). De acuerdo a Harman et al.
(2004), los elevados valores de peso seco obteni-
dos demuestran que la habilidad de Trichoderma
para incrementar el crecimiento y desarrollo ve-
getal se debe a un aumento de los constituyentes

Tabla 4. Porcentajes de energia germinativa (EG) y poder germinativo (PG) para cada tratamiento con distintas

especies del género Trichoderma.

Energia germinativa

Poder germinativo

Tratamientos (%) (%)
Testigo 73 +£0,58a 81 +0,58a
Trichoderma harzianum 85 +1,7b 88 + 4,6ab
Trichoderma asperellum Al 80 +5,7ab 87 +1,7ab
Trichoderma theobromicola 89 +0,58b 90 +1,15b
Trichoderma asperellum A2 80 +2,31ab 88 + 1,15ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba

LSD de Fisher (p <0,05).
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Figura 4. Longitud de talluelo y radicula de plantulas de soja cuyas
semillas fueron inoculadas con distintas especies del género Tricho-
derma. Letras distintas en la misma categoria indican diferencias sig-
nificativas con respecto a los testigos de acuerdo con la prueba de

Fisher (p <0,05).
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Fig. 5. Peso seco de radicula y talluelo de plantulas de soja en funcion de cada trata-
miento con distintas especies del género Trichoderma. Tratamientos: 1) Testigo, 2) T.
harzianum, 3) T. asperellum A1, 4) T. theobromicola, 5) T. asperellum A2. Letras dis-
tintas en la misma categoria indican diferencias significativas con respecto a los testigos
de acuerdo con la prueba de Fisher (p < 0,05).

minerales y organicos (hidratos de carbono, pro-
teinas, extracto etéreo, extracto no nitrogenado y
vitaminas).

Conclusiones

Los aislamientos de Trichoderma evaluados in-
hibieron el crecimiento micelial de C. cassiicola,
F. semitectum y Diaporthe/Phomopsis median-
te competencia por el sustrato, micoparasitismo
(enrollamiento y formacion de estructuras simila-
res a ganchos), produccion de metabolitos extra-
celulares difusibles y volatiles. T harzianum se
destaco en el método de competencia por el sus-
trato; 7. asperellum Al y A2 en la produccion de
metabolitos solubles, mientras que 7. asperellum
A2y T theobromicola lo hicieron en la produc-
cion de metabolitos volatiles. Los aislamientos
nativos de 7. harzianum, T. asperellum Al y A2
y T. theobromicola evaluados in vitro son eficien-
tes agentes de biocontrol de F. semitectum, Dia-
porthe/Phomopsis y Corynespora cassicola; a su
vez, la eficiencia de las cepas frente a los fitopa-
togenos y el mecanismo antagonista empleado es
una caracteristica inherente a cada aislamiento y
depende de cada pareja antagonista-fitopatogeno.

Las semillas inoculadas con 7. theobromicola
v T harzianum incrementaron significativamente
la energia germinativa 'y 7. theobromicola incre-
mentd también significativamente el poder ger-
minativo. Las plantulas provenientes de semillas
inoculadas y no inoculadas tuvieron longitudes
de radiculas y talluelos semejantes. En el peso
fresco de la radicula no hubo diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos evaluados. En
cambio, los talluelos de plantulas provenientes
de semillas tratadas con Trichoderma, y en espe-
cial con el suspensiones de 7. harzianum, presen-
taron elevados pesos frescos, con relacion a los

testigos. Las plantulas provenientes de semillas
inoculadas con Trichoderma tuvieron una mayor
produccidon de biomasa, con pesos secos de ta-
lluelos y raices significativamente superiores a
los testigos, lo que evidencia el efecto promotor
del crecimiento inicial de plantulas de soja.

Los resultados de este trabajo muestran que
los aislamientos nativos de Trichoderma podrian
constituir herramientas ttiles para el manejo sos-
tenible del cultivo de soja, lo cual requerira su
validacion en condiciones de campo.
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