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RESUMO

No Brasil, o setor agricola é de grande importancia, mas ao mesmo tempo é afetado por
fatores politicos e sociais internacionais. A implementagao de produtos biotecnoldgicos de
biocontrole permite a reducédo de agentes quimicos e a dependéncia deles. Os fungos do
género Trichoderma tém grande potencial como agentes de biocontrole, devido a sua
capacidade de colonizar a rizosfera e produzir metabdlitos secundarios capazes de inibir o
crescimento de fungos fitopatogénicos e induzir o crescimento das plantas. O trabalho a
seguir teve como objetivo avaliar a capacidade antagdnica dos isolados de Trichoderma
spp. sobre os fungos fitopatogénicos Sclerotinia spp. e Colletotrichum spp. e seu potencial
de fator de crescimento em plantas de soja (Glycine max (L)). Os isolados de Trichoderma
spp. foram obtidos por bioprospec¢cao em solo agricola de lavouras de soja em Foz do
Iguacu. A capacidade antagénica foi analisada pelo método de confronto direto e a
porcentagem de inibicdo foi obtida usando uma escala de Bell modificada para
Trichoderma spp. A capacidade do fator de crescimento na soja foi avaliada apos doze
dias de cultivo. Os isolados de Trichoderma spp. AT6 e Trichoderma spp. BTS5 foram
obtidos por bioprospeccdo. A inibicdo do crescimento foi testada, sendo que o
Trichoderma spp. AT6 inibiu o crescimento de 75% de Colletotrichum spp. e 81,3% de
Sclerotinia spp. Por outro lado, o Trichoderma spp. BTS inibiu o crescimento de 75% de
Colletotrichum spp. e 70,2% de Sclerotinia spp. A capacidade do fator de crescimento ndo
pdde ser testada apds doze dias de cultivo da planta de soja. Conclui-se que os isolados
Trichoderma spp. AT6 e Trichoderma spp. BT5 tém potencial para o biocontrole dos
patdgenos de plantas Sclerotinia spp. e Colletotrichum spp. Para a capacidade do fator de
crescimento, propde-se uma nova analise com um tempo de cultivo mais longo dos
isolados na planta de soja.

Palavras-chave: Trichoderma spp; Colletotrichum spp; Sclerotinia spp; Glycine max L;
soja; bioprospecgao; antagonista; fungo patégeno; fator de crescimento; confronto direto;
pareamento; melhoramento vegetal.
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RESUMEN

En Brasil, la industrial agronoma es de gran importancia, a la vez, esta se ve afectada por
factores politicos-sociales internacionales. La implementacién de productos
biotecnolégicos de biocontrol permite la reduccidn de agentes quimicos y la dependencia
de estos. Hongos del género Trichoderma presentan gran potencial como agentes de
biocontrol, debido a su capacidad de colonizar la rizésfera y producir metabolitos
secundarios, capaces de inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos e inducir el
crecimiento en las plantas. El siguiente trabajo tuvo el objetivo evaluar la capacidad
antagonicas de aislados de Trichoderma spp. en los hongos fitopatégenos Sclerotinia spp.
y Colletotrichum spp., y su potencial de factor de crecimiento en plantas soja (Glycine max
(L). Los aislados de Trichoderma spp. fueron obtenidos mediante bioprospeccién en suelo
agricola de cultivo de soja en la localidad de Foz do Iguagu. La capacidad antagonica fue
analizada mediante el método de confrontacion directa y se obtuvo el porcentaje de
inhibicion utilizando una escala de Bell modificada para Trichoderma spp. La capacidad de
factor de crecimiento en soja fue evaluada a los doce dias de cultivo. Se obtuvieron los
aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 mediante la bioprospeccion. Se
comprobd la inhibicién crecimiento, donde, Trichoderma spp. AT6 inhibié el crecimiento en
un 75% de Colletotrichum spp. y un 81,3% de Sclerotinia spp. Por otro lado, Trichoderma
spp. BT5 inhibio el crecimiento en un 75% de Colletotrichum spp. y un 70,2% de
Sclerotinia spp. La capacidad de factor de crecimiento no pudo ser comprobada a los
doce dias de cultivo de la planta de soja. Se concluye que los aislados Trichoderma spp.
AT6 y Trichoderma spp. BT5 poseen el potencial para el biocontrol de los fitopatogenos
Sclerotinia spp. y Colletotrichum spp. Para la capacidad de factor de crecimiento, se
propone un nuevo analisis en un tiempo mayor de cultivo de los aislados en la planta de
soja.

Palabras clave: Trichoderma spp.; Colletotrichum spp.; Sclerotinia spp.; Glycine max L;
soja; bioprospeccion; antagonista; fitopatdgenos; factor de crecimiento; confrontacién
directa; cultivo vegetal.
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ABSTRACT

In Brazil, the agricultural industry is of great importance, but at the same time it is affected
by international political and social factors. The implementation of biotechnological
biocontrol products allows the reduction of chemical agents and dependence on them.
Fungi of the genus Trichoderma have great potential as biocontrol agents, due to their
ability to colonise the rhizosphere and produce secondary metabolites capable of inhibiting
the growth of plant pathogenic fungi and inducing plant growth. The following work aimed
to evaluate the antagonistic capacity of Trichoderma spp. isolates on the plant pathogenic
fungi Sclerotinia spp. and Colletotrichum spp. and their growth factor potential in soybean
(Glycine max (L)) plants. Trichoderma spp. isolates were obtained by bioprospecting in
agricultural soil of soybean crops in Foz do Iguagu. The antagonistic capacity was
analysed by the direct confrontation method and the percentage of inhibition was obtained
using a modified Bell scale for Trichoderma spp. The growth factor capacity in soybean
was evaluated after twelve days of cultivation. Trichoderma spp. AT6 and Trichoderma
spp. BT5 isolates were obtained by bioprospecting. Growth inhibition was tested, where
Trichoderma spp. AT6 inhibited the growth of 75% of Colletotrichum spp. and 81.3% of
Sclerotinia spp. On the other hand, Trichoderma spp. BT5 inhibited the growth of 75% of
Colletotrichum spp. and 70.2% of Sclerotinia spp. The growth factor capacity could not be
tested after twelve days of soybean plant cultivation. It is concluded that the isolates
Trichoderma spp. AT6 and Trichoderma spp. BT5 have the potential for biocontrol of the
plant pathogens Sclerotinia spp. and Colletotrichum spp. For the growth factor capacity, a
new analysis is proposed at a longer cultivation time of the isolates on the soybean plant.

Key words: Trichoderma spp; Colletotrichum spp; Sclerotinia spp; Glycine max L;
soybean; bioprospecting; antagonist; plant pathogen; growth factor; direct confrontation;
plant breeding.
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1 INTRODUCCION

Los sistemas alimentarios sdlidos, sostenibles e inclusivos son
fundamentales para alcanzar los objetivos de desarrollo a nivel mundial. El desarrollo
agricola constituye uno de los medios mas importantes para poner fin a la pobreza
extrema, impulsar la prosperidad compartida y alimentar a una poblacion que se espera
llegue a 9.700 millones de habitantes en 2050 (BANCO MUNDIAL, 2022).

Segun los datos entregados por el Ministerio de Agricultura y Pecuaria
(2022) en Brasil, El Valor Bruto de la Produccion Agropecuaria (VBP) brasilera de 2022,
con base en las informaciones de junio, alcanza R$1,241 trillén, 1,6% arriba del obtenido
en 2021. Los cultivos, con ingresos de R$875,50 mil millones, fueron los principales
responsables por el crecimiento del VBP, y presentaron un crecimiento real del 5,2%.

Por otro lado, la agropecuaria brasilera “tiene una elevada dependencia
de la compra externa de insumos” (SILVA, 2022). Brasil es el cuarto mayor consumidor de
fertilizante del mundo (después de China, India y Estados Unidos) y el mayor importador
mundial de estos insumos (CARRANCA, 2022).

Adicionalmente, practicas de manejo de culturas establecidas décadas
atras, como rotacion de cultivos, desenvolvimiento de cultivos con caracteristicas
agronomicas y fisiolégicas de interés y el uso de plantas de cobertura cuando son
utilizadas aisladamente, no estan siendo suficientemente adoptadas para mitigar los
impactos negativos de la degradacion de las areas cultivadas sin sustentabilidad
(REZENDE et al., 2021).

América Latina, considerada una region rica en recursos renovables y no
renovables, ha presentado problemas en los cultivos debido a sistemas agricolas
ineficientes, y la limitada disponibilidad de nutrientes del suelo; por ello la aplicacion de la

biotecnologia agricola representa grandes beneficios para solucionar dichas
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13
problematicas. Mas aun, la agricultura moderna se ha vuelto dependiente del uso de
plaguicidas quimicos para controlar organismos fitopatdgenos, lo cual ha provocado
resistencia en las plagas, cambios en la diversidad microbiana edafica, y contaminacion
ambiental (MELCHOR et al., 2019).

Los datos del censo agropecuario indican una expansion en el uso de
agrotoxicos por los establecimientos agropecuarios de Brasil entre 2006 y 2017. La
extension del uso de agrotdxicos conlleva graves problemas medioambientales y de salud
publica. Los trabajadores rurales, especialmente los de la agricultura familiar, son los mas
vulnerables a problemas de salud debido a la exposicién directa a los pesticidas. Sin
embargo, los medios de aplicacion a gran escala de agrotoxicos, utilizados en grandes
propiedades rurales, son responsables de los riesgos de contaminacion ambiental que
afectan a las poblaciones de las zonas rurales y sus alrededores (VALDARES et al.,
2020).

El control biolégico es “la reduccion de la suma del in6culo o de las
actividades determinantes de la enfermedad, provocada por un patégeno, realizada por
uno o mas organismos que no es el hombre”. Concepto descrito por COOK; BRAKER,
1989 y citado por BETTIOL et al., 2019. Este ultimo también menciona que el control
biolégico puede ser acompafiado de: practicas culturales para crear un ambiente
favorable para los antagonistas y la resistencia de la planta hospedera, o ambas cosas;
mejoramiento de las plantas para aumentar la resistencia al patégeno o para que se
pueda adaptar mejor a las actividades de los antagonistas; introduccion de los
antagonistas, aislados no patogénicos y otros organismos o agentes benéficos; y otras
actividades culturales.

Actualmente, Brasil es una referencia mundial en el uso de defensivos

agricolas biologicos en el campo. Con todo, son 552 productos de bajo impacto
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14
registrados desde el afio 2000. Los productos de bajo impacto poseen ingredientes
activos bioldgicos, microbioldgicos, semiquimicos, bioquimicos, extractos vegetales y
reguladores de crecimiento, pudiendo ser autorizados en varios casos en la agricultura
organica (TAVORA, 2022). El uso formulados (polvos solubles, concentrado
emulsionable, granulos cubiertos y dispersables) brinda alternativas que permiten mejorar
la calidad de un bioinsumo, garantizando la eficacia del mismo, asi como su
almacenamiento y vida util en percha. (ARROYO, 2020).

La investigadora Barra menciond que los productos biologicos o
“bioproductos” pueden ser aplicados de diversas maneras a las plantas, ya sea a las
hojas, a las raices p a las semillas, con la certeza de que no generan dafo alguno al
medio ambiente y favoreciendo considerablemente a la planta (INIA, 2020).

El siguiente trabajo tiene como objetivo evaluar las capacidades
antagonistas del hongo Trichoderma spp. frente a los hongos fitopatégenos Sclerotinia
spp. y Colletotrichum spp., siendo ambos hongos causantes de enfermedades y perdidas
en el cultivo de Glycine max L. (soja). Asi también se evaluara la capacidad del hongo

Trichoderma spp. y el factor de crecimiento en Glycine max L.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

La biotecnologia se define comunmente como el uso de organismos
vivos, o los productos de los mismos, para el beneficio humano (o el beneficio de su
entorno) con el fin de desarrollar un producto o resolver un problema (THIEMAN et al.,
2010). Segun Batista Filho (2008), citado por OLIVEIRA et al. 2020, la biotecnologia es
una herramienta tecnolégica adicional para la agricultura. Ella impulsa el crecimiento del
agronegocio en los paises donde ja son producidos alimentos a través de esta técnica y
posee un papel importante en aumentar la productividad y atender la demanda por
alimentos en una poblacion de continuo crecimiento.

El uso de microorganismos benéficos (MB) como hongos, bacterias o
virus, constituye una herramienta basica y de gran utilidad para el desarrollo de una
agricultura limpia y amigable con el entorno productivo. Entre los principales
microorganismos aplicados en la agricultura tenemos los hongos de los géneros
Trichoderma (ARROYO, 2020).

El género Trichoderma es de gran interés en la industria agricola. Como
producto final debe presentar caracteristicas especificas de pureza, viabilidad en el
almacenamiento, eficiencia, entre otras. A pesar de ser un antagonista para hongos, su
accién es mas lenta en relacién a la aplicacion de quimicos. Los fungicidas quimicas
pueden afectar el crecimiento vegetativo, la viabilidad y la conidiogénesis de los
antagonistas, afectando los mecanismos de accion o inclusive la composicion genética.
Varias especies poseen resistencia innata a fungicidas, a pesar de esto, esta resistencia
es diferente en funcién del fungicida utilizado. Para una correcta aplicacion ( Trichoderma 'y
fungicida) se deben considerar los ingredientes activos, concentracion, asociacion de
productos, entre otros (DALACOSTA et al., 2019).

Varios factores bidticos y abioticos afectan las poblaciones y la diversidad
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de las comunidades microbianas en los agricolas, incluidas las especies vegetales y su
crecimiento, la competencia total, las propiedades fisicas y quimicas del suelo, la
aplicacién de pesticidas o fertilizantes asi como la regidn geografica. Trichoderma spp.
puede aislarse tedricamente de casi todos los tipos de campos agricolas. Tienen varios
efectos positivos en las plantas cultivadas, como control biolégico de enfermedades de las
plantas, induccion de resistencia sistémica, aumento de la disponibilidad y absorcion de
nutrientes, promover el crecimiento de las plantas, mejorar el rendimiento de los cultivos y
degradacion de pesticidas xenobidticos. Por estas razones, estos hongos han sido
ampliamente estudiados y comercializados como biofungicidas, biofertilizantes y

enmiendas del suelo (KREDICS et al., 2014).

2.1 Trichoderma spp.

Trichoderma Persoon (1794) pertenece al reino Fungi; Filo Ascomycota;
Orden Hypocreales; Familia Hypocreaceae; Género Hypocrea (Telemorfo) y Trichoderma
(Anamorfo). Se distinguen por su morfologia alrededor de 30 especies del género
Trichoderma. Sin embargo, el uso de la biotecnologia vegetal permitio revelar la existencia
de mas de 100 especies distintas. El género Trichoderma en su estado vegetativo
presenta septos simples. Las especies son haploides y su pared esta compuesta por
quitina y glucano. Se reproducen asexualmente por conidios. En la fase asexuada, son
formados, a partir del micelio vegetativo, conidioforos (Figura 1) con un eje central y
ramificaciones laterales, que terminan en espirales divergentes de células conididbgenas
del tipo fialide, con forma de botella o alargadas. En la punta de las fialides son
producidos los tipicos conidios unicelulares, esféricos, ovales o alargados, de color verde

en la mayor parte de las especies. Los conidioforos son comunmente agregados en
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pustulas o “tufos” esparcidos por la colonia (DA SILVA et al, 2022; GONZALEZ et al.,

2019).

Figura 1 — Morfologia de los conidiéforos de Trichoderma spp. (A) T. inhamatus; (B): T.
harzianum; (C) T. longibrachiatumy (D) T. koningii.

10un

Fuente: DA SILVA et al., 2022.

Trichoderma pertenece a la clase Sordariomycetes del filo Ascomycota y
por lo tanto, en las especies en donde la fase sexuada es conocida, esta es caracterizada
por la formacion de cuerpos de fructificacién del tipo peritécio, formados en estomas de
coloracién verde, amarillenta, crema o marrén, producidos sobre el sustrato colonizado

(Figura 2) (ABREU et al. 2019).
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Figura 2 - Morfologia de colonias de Trichoderma spp. en medio de cultura (A-B)

Fuente: ABREU et al., 2019

Los hongos filamentosos del género Trichoderma (pertenecientes a la
familia Hypocreaceae), son cosmopolitas en suelo, madera y hortalizas en
descomposicion, muestran una notable gama de estilos de vida e interacciones con otros
hongos, animales o plantas, lo que les confiere alta plasticidad ecoldgica. Capacidad
enzimatica para degradar sustratos, metabolismo variable y resistencia a inhibidores
microbianos (VENEGAS et al., 2019).

Las especies de Trichoderma spp. actuan mediante: (1) colonizando el
suelo y/o partes de la planta, ocupando un espacio fisico y evitando la multiplicacion de
los patégenos; (2) produciendo enzimas degradantes de la pared celular contra los
patégenos; (3) produciendo antibidticos que pueden matar a los patégenos; (4)
promoviendo el desarrollo de la planta e (5) induciendo los mecanismos defensivos de la

planta (Figura 3) (SINGH et al., 2014).
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Figura 3 - Actividades multifacéticas de Trichoderma spp.
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Fuente: SINGH et al., 2014.

2.1.1 Capacidad Antagonista

Segun Fernandez & Vega, 2001 citado por ZUBIETA et al, 2019, los
hongos antagonistas tienen el mecanismo de accién para controlar el desarrollo del
patdgeno, “algunos de estos son antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes,
interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de
resistencia”.

El éxito en el control del patégeno dependera de la eficacia de cada uno

de los mecanismos de accién o de la combinacion entre ellos y pueden ser directos e
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indirectos (GONZALEZ et al., 2019). En esta capacidad inhibidora de Trichoderma spp.
las enzimas degradadoras de la pared celular actuan en combinacion con metabolitos
secundarios (MS). El término “metabolito secundario” se refiere a compuestos
quimicamente diversos que estan relacionados en las vias de sefalizacion, desarrollo e
interaccidn con otros organismos. Trichoderma spp. muestran actividad antimicrobiana
contra bacterias, levaduras y hongos filamentosos, en los que numerosos y variados MS,
como peptaiboles, gliotoxina, gliovirina, policétidos, pironas y terpenos pueden estar
implicados (RAMADA et al., 2019; HERMOSA et al., 2014).

Durante el proceso de micoparasitismo, Trichoderma spp. secreta
enzimas que hidrolizan la pared celular de los hongos que parasita, siendo las mas
conocidas las proteasas, las quitinasas y las glucanasas, y provocan la retraccion de la
membrana plasmatica y la desorganizacion del citoplasma. También inhibe la germinacion
de esporas y la elongacion del tubo germinativo (MELCHOR et al., 2019).

La secrecion de metabolitos secundarios volatiles es fundamental para el
contacto inicial con la poblacion del fitopatégeno, ya que esta respuesta es la que servira
para desencadenar el proceso de micoparasitismo. La Figura 4 representa la interaccion
del Trichoderma spp. frente a hongos fitopatdégenos, donde (A) Encuentro de las hifas de
los hongos, donde Trichoderma spp. esta representado en verde y el fitopatdégeno
representado en gris. (B) Metabolitos producidos por Trichoderma spp. (triangulo verde).
(C) Respuesta del fitopatdégeno (rojo) debido a la accion del Trichoderma spp. (D) Contra
respuesta del Trichoderma spp. Secrecidn de enzimas hidroliticas (azul). La flecha indica

la direccion de la respuesta del Trichoderma spp. (RAMADA et al., 2019).
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Figura 4 — Interaccion Trichoderma spp. y hongos fitopatégenos.

A c

Fuente: RAMADA et al., 2019

2.1.2 Factor de crecimiento

Esta bien establecido que los microbios que se encuentran estrechamente
asociados con las raices de las plantas pueden influir directamente en su crecimiento y
desarrollo, y esta capacidad se ha descrito en el caso de las especies de Trichoderma
spp. durante muchos afios (STEWART et al., 2014).

Algunas especies de Trichoderma spp. son capaces de aumentar la
biomasa de plantas promoviendo el crecimiento lateral de las raices a través de
mecanismos dependientes de auxina y/o son capaces de producir acido indolacético o
analogos de auxina (RAMADA et al., 2019).

La auxina (Figura 5) es la hormona vegetal, de bajo peso molecular, mas
importante fisiologicamente, pues este desempena un papel vital en el crecimiento y
desarrollo de las plantas (CASSEL et al., 2021).

Varia especies de Trichoderma spp. se consideran simbidticas, ya que
ayudan en el biocontrol de patégenos de la raiz, promueven el crecimiento y el desarrollo
e inducen respuestas de defensa de la planta por varios mecanismos. Se han descrito
cuatro niveles de interaccion en el proceso de fitoestimulacion provocado por Trichoderma

spp.: (1) comunicacion basada en la liberacion de compuestos organicos volatiles (COV),
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(2) produccidén de auxina y precursores de auxina que son detectados por las plantas para
modular la arquitectura de la raiz, (3) activacién de respuestas locales y sistémicas a
través del contacto fisico entre las hifas y la epidermis de la raiz o mediante la liberacion
de elicitores, y (4) proliferacion del micelio en partes internas de la planta (CORNEJO et
al., 2014).

Figura 5 — Estructura quimica de la Auxina.
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Fuente: EQUIPE MAIS SOJA, 2022.

La Figura 6 representan los cambios provocados en la rizésfera cuando
en esta se encuentra presente el hongo Trichoderma spp, los cuales promueven el
crecimiento y defensa de las plantas.

El primer cambio manifiesto cambio manifiesto en la rizésfera como
consecuencia de Trichoderma spp. es la acidificacién del pH. Esto puede explicar su alto
rendimiento en la solubilizacién de fosfatos poco solubles, lo que representa una mejor
nutricion de la planta. A medida que el hongo crece, se cree que los compuestos volatiles
sensibilizan a las raices y permiten el reconocimiento a larga distancia entre raiz y hongo.
La 6-pentyl.2H-pyran-2-ona (6-PP) es el principal compuesto volatil de las mezclas de T.

atroviride que desencadena la ramificaciéon de las raices en arabidopsis a través de
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cambios en el transporte y la respuesta de la auxina y el etileno, respectivamente

(REYNOSO et al., 2022).

Figura 6 — Induccion de crecimiento del hongo Trichoderma spp. en plantas.
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Fuente: REYNOSO et al., 2022.

2.2 SOJA

La soja (Glycine max (L) Merrill), cultivada en Brasil, para la produccion de
granos, es una planta herbacea, de la clase Rosideae, orden Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseoleae, genero Glycine L., especie makx.

(NEPOMUCENQO et al., 2021).

Versdo Fi nal Honol ogada
06/ 06/ 2023 10: 42



24

El desenvolvimiento de las plantas de soja es dividido en fase vegetativa

(V) y reproductiva (R) (Figura 7). Los estadios vegetativos inician con la emergencia de
las plantulas y van hasta el inicio del florecimiento. Los estadios reproductivos que inician
en el florecimiento incluyen la formacion de la vaina, el llenado del grano y la madurez de
la planta. La semilla (Figura 8) estda compuesta por tres partes principales: tegumento,
cotiledones y el eje embrionario. La semilla de soja necesita absorber agua en el volumen
correspondiente al 50% de su peso para iniciar la germinacion. La emergencia ocurre
entre 7 a 10 dias después de la siembra, dependiendo del vigor de la semilla, profundidad

que fue sembrada, humedad, textura y temperatura del suelo (Figura 9) (THOMAS, 2018).

Figura 7- Estadio fenologico de la soja.
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Figura 8 - Semilla de soja.
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Figura 9 - Germinacion de soja hasta el estadio vegetativo emergente.

Fuente: THOMAS, 2018

La soja posee una gran variabilidad genética, tanto en el ciclo vegetativo

como en el reproductivo, siendo influenciado por el ambiente. Hay una gran diversidad de
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ciclo, de manera general, los cultivos disponibles en el mercado brasilero tienen ciclos
entre 100 a 160 dias, y pueden ser clasificados en grupos de maduracion, precoz,
semiprecoz, medio, semi tardio y tardio, dependiendo de la region. Durante todo el ciclo
de la planta son distinguidos cuatro tipos de hojas: cotiledonales, hojas primarias o
simples, hojas trifoliadas o compuestas y profilos simples. Su color, en la mayoria, es
verde palido y en otras verde oscuro. El tallo es hispido (cubierto de pelos asperos y
rigidos), su tamafio varia entre los 80 y 150 cm, dependiendo de la variedad y del tiempo
de exposicion a la luz. La soja es esencialmente una especie autdbgama, es decir, una
planta polinizada por ella misma y no por otras plantas. El sistema radicular esta
constituido por un eje principal y gran numero de raices secundarias, siendo clasificado
como un sistema difuso. Puede llegar a una longitud de 180 cm, la mayor parte de ellas
se encuentran a 15 cm de profundidad. La vaina de la soja es levemente arqueada, mide
entre 2 a 7 cm, donde aloja desde 1 a 5 semillas. (NUNES, 2022).

La clasificacion y padronizacion del tamafo de las semillas de soja es
importante, ya que semillas con diferentes tamafios producen pesos y areas cubiertas
diferentes, comprometiendo la calidad del tamafio de las semillas en la produccién.
Efectos directos por patdogenos en semillas pueden resultar en reduccion de vigor, VE,
periodo de almacenamiento y rendimiento (BARBOSA, 2021).

Asi también, las enfermedades son uno de los principales factores que
impiden que el cultivo de la soja alcance su potencial de produccion, pudiendo afectar a
los cultivos desde la germinacion hasta el final del llenado del grano. Las enfermedades
pueden estar causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos. Su importancia
econdmica varia de un cultivo a otro y de una regidn a otra, dependiendo de la
condiciones climaticas de cada cultivo. Las pérdidas anuales se estiman entre el 15 y el

20%. Algunas enfermedades, sin embargo, pueden causar pérdidas de hasta el 100%
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(AZEVEDO, 2022)

2.3 Colletotrichum spp.

El género Colletotrichum fue establecido por Corda, en 1831, siendo
caracterizado por fructificaciones cetosas, denominadas acérvulas (Figura 10), en las
cuales conidios hialinos son producidos en masa anaranjada o crema (Figura 11). En las
especies de Colletotrichum son encontradas formas saprofitas y patégenas, siendo estas
ultimas responsables por enfermedades econdmicamente importantes, comunmente
denominadas de antracnosis, que ocurre en extrema gama de huéspedes. Las plantas
estan sujetas a esta enfermedad en todas las fases de desenvolvimiento, y el patégeno
puede ser diseminado de la planta para otra por varios agentes del ambiente aéreo

(MENEZES, 2006).

Figura 10 — Acérvulas de Colletotrichum spp. sobre el tallo de soja.

Fuente: HERBARIO VIRTUAL FITOPATOLOGIA, 2022
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Figura 11 - Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Colletotrichum spp.
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Fuente: SILVA et al., 2018

La antracnosis es una enfermedad causada por las especies
Colletotrichum trucatum y Colletotrichum spp (teleomorfo Glomerella spp). Los sintomas
se pueden observar principalmente en las hojas de mudas, en brotes pos-cosecha en
plantas adultas, tallos, vainas y semillas. En plantulas y mudas la enfermedad se
caracteriza por la presencia de manchas necroticas oscuras e irregulares pudiendo causar
la muerte del apice de las plantas; cuando la lesién afecta tejidos aun nuevos de las
hojas, local donde generalmente ocurre la infeccion, el ataque causa la deformacién de
estas. Las semillas infectadas pueden ocasionar plantulas enfermas. Los sintomas son
muy comunes en tallos y vainas. En hojas, son menos frecuentes y se observan como

necrosis en las nervaduras (HERBARIO VIRTUAL, 2022; JUNIOR et al.,, 2021). Los
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sintomas de antracnosis pueden ser observados en la Figura 12 (derecha semilla e

izquierda vaina) representando el inicio y término del estadio fenoldgico de la soja.

Figura 12 — Sintomas de antracnosis por Colletotrichum spp. en semilla y vaina de soja.

Fuente: HERBARIO VIRTUAL FITOPATOLOGIA, 2022; DRODOWSKI, 2020.

La antracnosis puede provocar perdidas de rendimiento variable,
pudiendo llegar hasta el 100%, siendo estas estimadas en 90 kg.ha-1 a cada incremento

de 1% de incidencia (DIGIFARMZ SMART AGRICULTURE, 2021).

2.4 Sclerotinia spp.

El hongo del género Sclerotinia pertenece al filo Ascomycota, clase
Leotiomycetes, orden Helotiaales y familia Sclerotiniaceae (TAXONOMY BROWSER,
2022).

S. sclerotiorum es un hongo polifago con un amplio rango de hospedantes
y amplia difusién mundial, siendo el agente causal de podredumbres en diversos cultivos
de importancia econdémica. Esta distribuido por todo el planeta y afecta de forma

significativa a una amplia gama de plantas (alrededor de 400 especies), entre ellas se
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encuentra la soja. Es capaz de generar esclerodios melanizados (grupos de hifas) que
contribuyen a su resistencia a la degradacion fisica, quimica y biolégica, y que permiten
su supervivencia a largo plazo en estado latente en el suelo o sobre residuos vegetales
(hasta nueve o diez afios) (HERBARIO VIRTUAL FITOPATOLOGIA, 2022;
TRAMONTANA, 2021).

El moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) esta entre las enfermedades
que presentan un importante factor de restriccion a la produccion, este hongo produce
esclerodios (Figura 13) que proporcionan mayor resistencia, sobreviviendo en el suelo con

mayor facilidad durante afios (SOUSA, 2018).

Figura 13 — Apotécios de Sclerotinia sclerotiorum germinados a partir de un esclerodio.

Fuente: MADALOSSO, 2022.

Normalmente, la formacién de los esclerodios requiere tres etapas: (l)
Iniciacion, en la que las hifas comienzan a agregarse; (ll) Desarrollo, en el que se produce
el crecimiento y aumento de tamafio de las hifas; y (Ill) Maduracion, que implica la

melanizacion y la consolidacion de la matriz interna. Estas tres etapas van acompafadas
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de una diferenciacion morfoloégica y bioquimica (TRAMONTANA, 2021).

Los primeros sintomas son manchas acuosas, que adquieren un color
marron claro y desarrollan una abundante formacion de micelio blanco y denso, como se
observa en la figura 14. El hongo es capaz de infectar cualquier parte de la planta, sin
embargo, las infecciones suele comenzar en las flores, en las auxinas de las hojas y en
las ramas laterales (AZEVEDO, 2022). La figura 15 representa el ciclo de vida del hongo

Sclerotinia sclerotiorum en la planta de soja.

Figura 14 — Micelio de Sclerotinia sclerotiorum presente en soja.

Fuente: ORTIZ, 2022.

Infecta la parte aérea de las plantas, causando muerte y reducciones
medias de productividad variando de 2’% a 30%, pudiendo llegar a 70% en situaciones de
falla del control. La eficiencia del control quimico de moho blanco en soja, viene siendo
evaluada desde 2009, en los resultados de estos ensayos, para cada punto porcentual de
aumento de la incidencia de moho blanco ocurre una reduccion media en la productividad

de soja de 17,2 kg/ha, y un incremento en la produccion de esclerodios de 100g/ha
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(MEYER et al., 2021).

Figura 15 — Ciclo de vida del moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) en soja.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El siguiente trabajo tiene el objetivo de evaluar las capacidades
antagonistas del hongo Trichoderma spp. frente a dos hongos fitopatdégenos de gran
importancia, asi como, analizar la capacidad simbiotica de promocion de crecimiento

vegetal del hongo en la planta de soja.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Realizar una bioprospeccion para obtener aislados de Trichoderma spp. en cultivo
de soja y maiz en la localidad de Foz do Iguagu.

ii. Determinar la capacidad antifungica (antagonista) de los aislados Trichoderma spp.
por medio de confrontacion directa frente a los hongos patogénicos Colletotrichum
spp. y Sclerotinia spp.

iii. Determinar factor de crecimiento de los aislados Trichoderma spp. en cultivos de
soja, por medio de comparacion en relacién al tamafio y peso.

iv. Comprobar que los aislados de Trichoderma spp. se unieron a las semillas de sojas

cultivadas.
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4 MATERIALES Y METODOS

Los hongos fitopatdgenos Colletotrichum spp. y Sclerotinia spp. utilizados
en este trabajo provienen de la coleccién personal del Dr. Berghem Morais Riveiro, los

cuales fueron aislados de cultivo de soja.

4.1 BIOPROSPECCION

Fueron colectadas cuatro muestras de suelo agricola correspondiendo a
cultivo de soja. La toma de muestras se realizaron a una profundidad de 10 cm del suelo
en la localidad de Foz do Iguacu, Parana, Brasil (coordenadas -25.468687, -54.562040).
Para cada muestra, fueron diluidos 10 g de suelo agricola en 100 mL de solucién agua
destilada y Triton (0,1%). Posteriormente, fue realizada solucion seriada como se muestra

en la Figura 16, hasta la disolucion 10™* (FILHO, 2019)

Figura 16 - Esquema diluciones seriadas de muestras de suelo.

2 Sample to

1 ml | be counted

Dilution —
1mil 1ml 1mil 1ml

i i H M3
o o /| oo

S-ml | |
broth ||
1710 1100 110 110 17105 1108

(107" (o) (10 o'y o%) (1079
Plate 1-ml samples l l ! I

_ 159 17 2 0

Toomany  colonies colonies colonies colonies
colonies
tocount 159 x 10° = 1.59 x 10°

Plate Dilution Cells (colony-forming
count factor units) per milliliter of
original sample

Fuente: COVACEVICH et al., 2014

Versdo Fi nal Honol ogada
06/ 06/ 2023 10: 42



35

Se realizaron 10 cultivos para cada muestra en placa Petri con medio de
cultivo Agar Batata Dextrosado (BDA) y acido lactico (5%). Para ello, se colocé 1 mL de la
disolucion 10™* en la placa y distribuidos por completo en esta con ayuda de un bastén de
siembra Drigalski. Las placas fueron colocadas en estufa a 28°C, ambiente oscuro, por
siete dias.

Las colonias de hongos con un micelio similar (forma y coloracién) al de
Trichoderma spp fueron aisladas en placas Petri con medio BDA y acido lactico (5%) y
colocadas en estufa a 28°C, ambiente oscuro, por siete dias.

Se realizé un analisis morfologico de cada posible aislado. Colocando una
muestra del micelio en una Iamina de vidrio y observando en microscopio, buscando la
morfologia de los conidiéforos caracteristicos de este género, segun Figura 1. Una vez
encontrados los aislados de Trichoderma spp. fueron cultivados en placas Petri con medio
BDAy lactico (5%) y colocadas en estufa a 28°C, ambiente oscuro, por siete dias (FILHO,
2019).

4.2 CONFRONTACION DIRECTA

Para analizar la capacidad antagonica de los aislados de Trichoderma

spp. fue utilizado el método de confrontacién directa (Figura 17).

Figura 17 — Ejemplo de método de confrontacion directa.

A Control B Confrontacién
//-"'_F .;_.-""--__ ,a"_
| i | — - .- —
% ; 1 ! Ex
N :_;’/// - _—:/// Nl
M. phasesling M. phasealing ws Trichoderma spp.
t=0h t= 24,72,96 h t=0h t= 24,72,96 h

Fuente: RIOS et al., 2019
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Inicialmente los hongos fitopatégenos Colletotrichum spp. y Sclerotinia
spp. fueron cultivados en medio BDA y acido lactico (5%), después de siete discos de
micelio de 0,8 cm fueron colocados a 1,0 cm del borde de placas Petri de 8 cm
(Colletotrichum spp.) y 7 cm (Sclerotinia spp.), las cuales contenian medio de cultivo BDA
y acido lactico al 5%. Fueron realizados cuatro tratamientos: aislado Trichoderma spp. AT6
— Colletotrichum spp., aislado Trichoderma spp. BTS — Colletotrichum spp., aislado
Trichoderma spp. AT6 — Sclerotinia spp. y aislado Trichoderma spp. BTS - Sclerotinia spp.
Siendo para cada tratamiento un control de crecimiento fitopatégeno y nueve repeticiones
antagonista - fitopatégeno. Los tratamientos fueron cultivados en estufa, ambiente oscuro,
28°C por 7 dias (DA SILVA et, al, 2018; SOUSA, 2018; VELAZQUEZ, 2020).
Posteriormente fue realizada una evaluacion utilizando la escala de Bell y
modelo de notas propuesta por RODRIGUEZ et al., 2010 (Figura 18). Donde, 1 —
Antagonista crece por toda la placa de Petri y sobre el disco del patégeno; 2 — Antagonista
crece por toda la placa Petri, pero no se sobrepone sobre el disco del patégeno; 3 —
Antagonista crece sobre 3/4 de la placa; 4 — Antagonista crece sobre 2/3 de la placa; 5 -
Antagonista y patégeno crecen hasta la mitad de la placa; 6 — Patdégeno crece sobre 2/3
de la placa; 7 — Patogeno crece por toda la placa Petri. En un porcentaje de inhibicién del
crecimiento en relacion a la nota, siendo 1 — 100%, 2 — 90%, 3 — 75%, 4 — 66%, 5 — 50%,

6 25% -y 7 - 0% (RODRIGUEZ, 2010).
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Figura 18 - Disefio escala de Bell modificada.

T

0

Fuente: RODRIGUES, 2010

4.3 CULTIVO DE SOJA

Para analizar el factor de crecimiento vegetal de los aislados de
Trichoderma spp. en Glycine max. (soja) se realizaron cuatro tratamientos: semillas sin
inoculo, semillas inoculadas con Trichoderma spp. AT6, semillas con inoculo Trichoderma
spp. BT5 y semillas con inoculo Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BTS. Siendo
realizadas 10 repeticiones de cada uno.

Para obtener los esporos, fue retirado el micelio de las placas de Petri
anteriormente cultivadas de los aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5,
utilizando 10 mL de agua destilada autoclavada en la placa Petri y posteriormente
transferido el micelio lavado en un 50 mL. Fue utilizada la concentracion del hongo en
semillas de soja de 100mL ( Trichoderma spp.) para 50Kg (semillas de soja). Las semillas
fueron colocadas en bolsas de plastico autoclavadas, fue afadida la concentracién de
aislados correspondiente y mezclados de manera homogénea. Como medio de cultivo
fueron utilizados vasos desechables de 200 mL y sustrato autoclavado. Las semillas

fueron colocadas a una profundidad de 2cm. Fueron cultivadas por un periodo de 12 dias,
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en ambiente libre. La cantidad de agua para el riego fue calculada en base a la diferencia
de peso inicial y peso dia. Se realizaron medidas en relacién al peso humedo, tamafo

raiz, tamafio zona aérea de cada cultivo (BONONI, 2020; FILHO, 2019).

4.3.1 Test de Colonizacion Radicular de los aislados de Trichoderma spp.

Para confirmar la presencia de los aislados Trichoderma spp. AT6 vy
Trichoderma spp. BT5 en los cultivos de soja, fue obtenida una muestra de raiz de 3 cm
por cada cultivo e inoculadas en placas Petri con medio de cultivo BDA y acido lactico al
5%, colocadas en estufa a 28°C por siete dias en ambiente oscuro. Los cortes de las
raices fueron realizadas desde la zona mas extrema en direccion al suelo. Posteriormente
se realizaron analisis morfologicos por microscopio de los hongos que crecieron en los

cultivos, colocando una muestra del micelio en una lamina de vidrio (BONONI, 2020).

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

Fueron realizados analisis estadistico evaluando la capacidad antagoénica
mediante notas Bell y factor de crecimiento mediante peso, longitud raiz y longitud parte
aérea. Test anova y test de comparacién de tratamiento Scott-knott, al nivel de

significancia de 5%, utilizando el software SISVAR (ALVES, 2018; DA SILVA et al., 2018).

4.5 CONSERVACION DE ANTAGONISTAS Y FITOPATOGENOS

Los hongos antagonistas vy fisiopatoldgicos fueron conservados en aceite

mineral descrito segun DIAZ, 2006 y conservados a 5°C (DIAZ, 2006).
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5 RESULTADO

5.1 BIOPROSPECCION

De la disolucion seriada realizada a las muestras de suelo agricola
correspondiente al cultivo de soja, fueron aislados siete posibles Trichoderma spp.,
nombrados T1, T2, T3, T4, T5, T6 y T7. Siendo cultivado por triplicado (A, By C) y
analizada su morfologia en microscopio. En la Fotografia 1, son observadas la morfologia
de los conidioforos de Trichoderma spp. De ellos, solo T5 y T6 fueron confirmados como
hongos Trichoderma spp., siendo utilizadas las triplicatas A y B, obteniendo los aislados

de Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BTS.

Fotografia 1: Aislados de Trichoderma spp. AT5 (derecha) y Trichoderma spp. AT6

(izquierda).

Fuente: Creacion propia.

5.2 CONFRONTACION DIRECTA

Los resultados correspondientes a la confrontacidn directa mostré que los

aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 inhibieron el crecimiento del

micelio de los fitopatégenos Colletotrichum spp. y Sclerotinia spp.
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La inhibicion por parte de los aislados Trichoderma spp. AT6 y

Trichoderma spp. BT5 frente al fitopatégeno Colletotrichum spp. son observados en
Fotografia 2 y Fotografia 3. La tabla 1 corresponde al analisis estadisticos de la
confrontacién directa de los aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 frente
al fitopatdégeno Colletotrichum spp., se observa la media de la nota Bell y el porcentaje (%)
de inhibicion. En esta se demuestra que el aislado Trichoderma spp. AT6 inhibié el
crecimiento de Colletotrichum spp. en un 75%. Mientras que el aislado Trichoderma spp.
BT5 inhibié el crecimiento en un 76,6%. A la vez el resultado reflej6 que no existe
variacion estadistica entre ambos aislados de Trichoderma spp. como antagonistas de

Colletotrichum spp en la inhibicion de crecimiento.

Fotografia 2 — Confrontacion directa aislado Trichoderma spp. AT6 — Colletotrichum spp.
(Control) Crecimiento micelio de Colletotrichum spp. en medio de cultivo BDA después de

siete dias. (1-9) Confrontacion directa entre (A) Colletotrichum spp. (B) Trichoderma spp.

AT6 en medio de cultivo BDA después de siete dias.

Fuente: Creacion propia.
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Fotografia 3 — Confrontacion directa aislado Trichoderma spp. BT5 — Colletotrichum spp.
(Control) Crecimiento micelio de Colletotrichum spp. en medio de cultivo BDA después de

siete dias. (1-9) Confrontacion directa entre (A) Colletotrichum spp. (B) Trichoderma spp.

BT5 en medio de cultivo BDA después de siete dias.

Fuente: Creacion propia.

Tabla 1 — Resultado analisis estadistico del test de inhibicion de crecimiento para el
fitopatégeno Colletotrichum spp. En donde a1 y a2 existe variacion estadistica.

Tratamiento Nota Bell % Inhibicion
control 7,0 a2 0,0 al
AT6 3,0al 75,0 a2
BTS5 2,8al 76,6 a2

Fuente: Creacion propia.

La Fotografia 4 y Fotografia 5 muestra la inhibicién por parte de los

aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 frente al fitopatdgeno Sclerotinia
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spp. La tabla 2 corresponde al analisis estadisticos de la confrontacion directa de los
aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 frente al fitopatégeno Sclerotinia
spp., se observa la media de la nota Bell y el porcentaje (%) de inhibicién. Por la cual se
demuestra que el aislado Trichoderma spp. AT6 inhibi6 el crecimiento de Sclerotinia spp.
en un 81,3%. Mientras que el aislado Trichoderma spp. BT5 inhibié el crecimiento en un
70,2%. El resultado también reflejé que existe variacion estadistica entre ambos aislados

de Trichoderma spp. como antagonistas de Sclerotinia spp en la inhibicidn de crecimiento.

Fotografia 4 — Confrontacion directa aislado Trichoderma spp. AT6 — Sclerotinia spp.
(Control) Crecimiento micelio de Sclerotinia spp. en medio de cultivo BDA después de

siete dias. (1-9) Confrontacion directa entre (A) Sclerotinia spp. (B) Trichoderma spp. AT6

en medio de cultivo BDA después de siete dias.

Fuente: Creacion propia.
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Fotografia 5 — Confrontacion directa aislado Trichoderma spp. BT5 — Sclerotinia spp.
(Control) Crecimiento micelio de Sclerotinia spp. en medio de cultivo BDA después de

siete dias. (1-9) Confrontacion directa entre (A) Sclerotinia spp. (B) Trichoderma spp. BTS

en medio de cultivo BDA después de siete dias.

Fuente: Creacion propia.

Tabla 2 — Resultado analisis estadistico del test de inhibicién de crecimiento para el
fitopatégeno Sclerotinia spp. En donde a1, a2 y a3 son variaciones estadisticas.

Tratamiento Nota Bell % Inhibicion
control 7,0 a3 0,0 al
AT6 2,6 al 81,3 a3
BTS5 3,4a2 70,2 a2

Fuente: Creacion propia.

Si bien ambos aislados presentaron una caracteristica antagonista, los

resultados estadisticos revelaron una variacion en relacion al fitopatégeno Sclerotinia
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spp., donde el aislado de Trichoderma spp AT6 presenta una capacidad mayormente
favorable para un posible producto biotecnoldgico para el control de este fitopatdgeno.

En relacion al fitopatégeno Colletotrichum spp, no hubo variacion entre
aislados, ambos presentan capacidad inhibidora de crecimiento del micelio en relacién a

la variable presentada entre aislados y control.

5.3 CULTIVO DE SOJA

Fueron utilizadas las semillas de soja 6410 IPRO para el cultivo y
evaluacion de la capacidad de factor de crecimiento de Trichoderma spp., estas
presentaron una germinacion total, lo que permitio el analisis de las cuarenta plantas (total
del experimento) para los cuatro tratamiento. La toma de medidas, tanto para el peso,
altura de la planta y largura de la raiz fue realizada en el dia doce después de su cultivo.
Todas las plantas presentaron un estadio fenolégico vegetativo cotiledonal (VC). Los
cotiledones estan totalmente desarrollados y completamente abiertos, curvados hacia
abajo y los bordes de las hojas unifoliadas ya no se tocan (FERNANDES, 2022). El
analisis estadistico (Tabla 3) no presenté una media variable para ninguno de los factores
cuantitativos evaluados, es decir, peso, longitud de raiz y longitud parte aérea no fueron

variables estadisticamente.

Tabla 3 - Media peso, longitud raiz y longitud parte aérea del cultivo de soja

después de 12 dias de la siembra.

Tratamiento Peso (g) Longitud raiz (cm)  Longitud parte aérea (cm)
Control 1,11 al 22,27 al 12,00 al
AT6 1,00 al 22,13 al 12,17 al
BTS5 1,01 al 20,10 al 9,62 al
AT6-BTS 1,10 al 20,45 al 11,38 al

Fuente: Creacion propia.
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5.3.1 Test de Colonizacion Radicular

Los resultados obtenidos del test de colonizacién radicular, se comprobd
la presencia de Trichoderma spp. en diez de los los cuarenta cultivos realizados. Estos
fueron comprobados mediante analisis morfolégico en microscopio.

De los cuales, para el tratamiento Trichoderma spp. AT6 fueron cuatro,
Trichoderma spp. BT5 uno y Trichoderma spp.AT6-Trichoderma spp.BT5 cinco. En donde
las placas con el medio de cultivo BDA fue colonizada completamente, como se muestra

en la Fotografia 6 correspondiente a Trichoderma spp. AT6-03.

Fotografia 6 - Test de colonizacion radicular Trichoderma spp. AT6-03.

Fuente: Creacion propia.
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6 DISCUSIONES

El presente trabajo presenta modificaciones en la metodologia,
presentando de esta manera nuevos resultados que sirven de comparativa para futuros
trabajos. Entre ellos, la evaluacion de géneros y no especies de hongos. Esto tanto para
los aislados de Trichoderma spp., Sclerotinia spp. y Colletotrichum spp. Cabe destacar
que todos ellos fueron aislados de cultivo de soja difiriendo entre si la localidad.

Por otro lado, las condiciones ambientales para el cultivo de hongos
difiere en las condiciones presentadas por DA SILVA et al., 2018, donde el cultivo fue
realizado en B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) y a una temperatura que varié entre
20°C a 25°C segun las especies de Sclerotinia spp. Bajo las mismas condiciones
ambientales (temperatura de 25°C e incubacion en B.O.D.), el trabajo de SOUSA, 2018
evalué asilados de Trichoderma spp. adquiridos de productos comerciales para
confrontacion directa del fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum, siendo evaluados a los
quince dias después del cultivo en placas, los cuales inhibieron el crecimiento micelial
Sclerotinia sclerotiorum entre 84,37% y 100%. Esta misma temperatura fue empleada por
VELAZQUEZ, 2020 para confrontacién directa entre aislados de Trichoderma spp. y
Colletotrichum spp.

Las evaluaciones de confrontacion directa utilizando la escala de Bell
modificada por RODRIGUES, 2010 permitié obtener el porcentaje de inhibicién sin la
necesidad de medir el diametro del micelio de los hongos. Por otro lado, las
confrontaciones directas realizadas a Sclerotinia spp. presentaron un crecimiento no
uniforme, siendo este evaluado segun el espacio de crecimiento en direccién al aislado de
Trichoderma spp. y no segun el espacio colonizado en la placa de Petri.

Las condiciones de ambientales, especificamente la temperatura

representan un factor favorable para evaluaciones realizadas en Foz do Iguagu. Dado que
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es una region donde se presentan altas temperaturas.

El grado de supresion también esta relacionado con el equilibrio entre
organismos patogénicos y los organismos que se alimentan de estos patogenos.
Consecuentemente, un suelo que es capaz de suprimir niveles moderados de inoculo de
la enfermedad puede no ser capaz de suprimir la enfermedad. Por lo tanto, pruebas para
evaluacion de la eficiencia de estos linajes en condiciones naturales, en diferentes
épocas, son necesarias para conformar su potencial como agente de control biolégico (DA
SILVA, 2018). Debido a sus capacidades versatiles, las comunidades de Trichoderma
contribuyen esencialmente a un ambiente saludable (VENEGAS et al., 2019).

En los resultados obtenidos en este trabajo para el factor de crecimiento
en soja, no se obtuvieron referencias bibliograficas comparativas para las evaluaciones de
crecimiento en doce dias. Las evaluaciones realizadas por FILHO, 2019 presentan un
aumento de la biomasa de la planta de soja a los veintiun dias de cultivo.

Por otro lado, el corte realizado para la evaluacién de colonizacion
radicular fue desde la parte mas alejada de la raiz principal. A su vez, los datos
presentaron una baja colonizacion de los aislados de Trichoderma spp. Por otro lado, un
test Unico realizado para el tratamiento Trichoderma spp. AT6-Trichoderma spp. BT5
presentd un crecimiento del micelio en la raiz y no en su borde (resultado de los test
anteriores) cuando el corte radicular se ejecutd en direccion hacia la parte aérea de la
planta. Por lo tanto, se postula una posible mayor concentracién de los aislados de

Trichoderma spp. en la region superior de la raiz y no inferior.
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7 CONCLUSIONES

La evaluacion de control directo permitid identificar a los aislados
Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. BT5 como posibles agentes de biocontrol para
los patdgenos Sclerotinia spp. y Colletotrichum spp.

Los aislados de Trichoderma spp. no presentan un aumento en la masa y
tamano (parte aérea y raiz) en las plantas de soja a los doce dias de cultivo.

Existe una baja tasa de colonizacion de los aislados de Trichoderma spp
en la zona mas lejana de la raiz en las plantas de soja.

Se propone una evaluacion del factor de crecimiento por medio de los
aislados Trichoderma spp. AT6 y Trichoderma spp. en plantas de soja, para ser evaluados
a los veintiun dias de cultivo y test de colonizacién radicular realizando cortes desde la

raiz principal de la planta.
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