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RESUMEN

La utilizacion combinada de fungicidas a bajas
dosis y cepas de Trichoderma tolerantes a los agro-
guimicos seria una estrategia aplicable para el mangjo
integrado del cultivo de soja. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la sensibilidad in vitro de 3 cepasde
Trichoderma aisladas de semillas de soja, frente a cura-
semilla Fludioxonil 2.5% + Metalaxil-M 1% (Maxim®
XL). Se ensayaron 8 concentraciones de losingredientes
activos Fludioxonil 2.5% y Metalaxil-M 1% entre los
rangos 10° a 10? ug/mL y 4.10° a 40 ug/mL, respecti-
vamente. El fungicida se agregd al medio Agar Papa
Glucosa 2% fundido, sembrandose un disco de agar con
micelio en crecimiento activo en el centro de las placas
de Petri. Se efectuaron mediciones del didametro de las
colonias cada 24 horas en 4 oportunidades. La concen-
tracion efectiva capaz de inhibir el crecimiento micelial
en un 50% (CE, ) fue calculada mediante la funcion de
regresion de los valores de inhibicion micelial en
respuesta a las diferentes concentraciones expresadas
logaritmicamente. Las cepas ensayadas fueron altamente
sensibles al curasemilla estudiado, con valores de CE,,
gue variaron entre 8. 10%y 1.102 ug/mL, los queresulta-
ron muy inferiores a la dosis agronémica del fungicida
recomendada. Estos resultados indican que no seria
compatible el uso conjunto del fungicida estudiado con
los aislamientos de Trichoderma evaluados.
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ABSTRACT

The combined use of low fungicide doses and
Trichoderma strains that are resistant to agrochemical
productswould constitute a viabl e strategy for integrated
soybean cultivation management.

The aim of this work was to evaluate in vitro
sensitivity to Fludioxonil 2.5% + Metalaxil-M 1%
(MaximR XL) in 3 strains of Trichoderma isolated from
soybean seeds.

Eight concentrations of the active ingredient
Fludioxonil 2.5% and Metalaxil-M 1% were tested, with
a range of 10°to 10?2 ug/mL and 4.10°to 40 ug/mL,
respectively. The fungicide was added to melted 2% Potate
Glucose Agar medium, and sowing was carried out at the
center of the Petri plates of an agar disk that contained
fungus myceliumin active growth. Colony diameterswere
measured every 24 hours, on four successive occasions.

The concentration capable of inhibiting mycelial
growth by 50% (CE,) was calculated by means of the
regression function of mycelial inhibition values obtained
as response to different concentrations, which were
expressed logarithmically. The three strains tested were
highly sensitive to the seed treatment studied, with CE,
valuesthat varied between 8.10° and 1.102 ug/mL, which
areinferior to the agronomic dose recommended.

These results indicated that the joint use of the
fungicide and the Trichoderma isol ates eval uated would
not be compatible.
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INTRODUCCION

La utilizacion en forma complementaria de bajas
dosis de fungicidas y cepas de antagonistas tolerantes a
los agroquimicos es una estrategia aplicable en el mangjo
integrado de los cultivos. Por este motivo, se evaluaron
los efectos in vitro de diferentes fungicidas sobre la
micobiota antagonista de distintos patosistemas (Kay &
Stewart, 1994; Resende et al, 2005; Santos & Melo, 1989).
Varias especies de Trichoderma han sido ampliamente
reconocidas como agentes de biocontrol de enfermedades
de las plantas, pero su capacidad antag6nica no puede
generalizarse ya que es variable segiin la cepa (Bettiol,
1991; Chet & Ibar, 1991). Homechin (1987), habiademos-
trado que concentraciones superiores a 0.1 ppm del
fungicida Captan inhibieron e crecimiento micelial de
Trichoderma. Estosresultados difirieron delos obtenidos
por Santosy Melo (1989) que observaron que este hongo
present6 toleranciahasta 1 ppm de Captan. Por otro lado,
Rodriguez et al. (2006), evaluaron el efecto del
Carbendazim sobre el crecimiento de diferentes antago-
nistas aislados de muestras de suelo de lotes de sojay de
otros cultivos, encontrando la mayor tolerancia al
agroquimico en cepas de Talaromyces flavus y Clonos-
tachys rosea.

Por otra parte, Mantecon (2003), a evaluar dife-
rentesfungicidas curasemillasen el control del tizéndela
vainay del tallo (Diaporthe/Phomopsis) y «damping-offs»
(Fusarium spp.) en semillas de soja, encontré que
Fludioxonil 2.5%+Metalaxil 1% (Maxim® XL ) fued més
eficiente en el control de dichas enfermedades. Este
producto es un fungicida de amplio espectro, sistémicoy
de contacto, usado habitual mente en semillasde soja(dosis
de uso: 100-200 mL/100 K g, recomendadapor |laGuiade
Productos Fitosanitarios (2005) delaRepublicaArgentina
para el control de enfermedades causadas, entre otros,
por Cercosporakikuchii y especiesde Fusarium, Alter-
naria, Phomopsis, Rhizopus, Cladosporium, Phytoph-
toray Pythium.

En ensayos en invernaculo, Resende et al. (2004),
observaron que €l fungicida Maxim no causd efectos
toxicos sobre Trichoderma y éste estaba presente en las
raices de las plantas de maiz provenientes de semillas
tratadas con dicho agroquimico. Sin embargo, posterior-
mente Resende et al. (2005), verificaron en bioensayos
queel micelio de Trichoderma harzianum que permanecid
en contacto directo con el fungicidaMaximresulto con un
menor indicede crecimiento micelial.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
sensibilidad invitro de 3 aislamientosde Trichodermaaal
fungicidaFudioxonil 2,5% + Metaaxil-M 1% (Maxim?XL),
con el proposito de valorar la factibilidad del uso
combinado del antagonista con dosis mas bajas que las
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habitualmente recomendadas parael citado agroquimico,
en sistemas de manejo integrado en soja.

MATERIALESY METODOS

Seevaluaron tres cepas de Trichoderma (designa-
das TA, TB, y TC), aisladas de semillas de soja
provenientes de campos comerciales de la provincia de
Tucuman, las que fueron seleccionadas por su efectiva
accion antagonica in vitro (Yasem et al., 2003). Para
estudiar la accién inhibitoria del fungicida sobre el
crecimiento delas 3 cepas de Trichoderma, se ensayaron
8 concentraciones del compuesto comercial Maxim® XL
cuyos ingredientes activos son Fludioxonil 2.5% +
Metalaxil-M 1%, correspondiendo al primero el rango de
concentraciones entre 10° a10? ug/mL y a segundo entre
4x10°a40 pg/mL. Lamayor concentracién correspondio
alacincuentavaparte deladosi s agronémicarecomendada
por laGuiade Productos Fitosanitarios (2005) paralaRepU-
blicaArgentina. A 9 mL de medio Agar Papa Glucosa 2%
(APG) a45-50 °C entubosde ensayo, fueafiadido 1 mL de
la suspension acuosa del producto en concentracion diez
veces mayor que las arribamencionadasy fuetransferido
aplacas de Petri de 9 cm de didmetro.

Delos 3 cultivos de las cepas de Trichoderma en
APG de 5 dias de desarrollo, se extrajeron con un
sacabocado, discos de 6 mm de didmetro que fueron
sembrados en €l centro de la placa de Petri que contenia
APG més el agregado del fungicida en cada una de las
diluciones descritas.

Se utilizd un disefio experimental totalmente
aleatorizado con seis repeticiones por cada aislamiento
(3) y por cada dilucién del fungicida (8), con €l control
correspondiente. El testigo consistio en la siembra de
discosde 6 mm de diametro de cadacepade Trichoderma
ensayadaen 6 placas con 9 mL deAPG més 1 mL de agua
destilada estéril. Las placas fueron incubadas a 26 + 2°C
con ciclos de 12 h de luz/oscuridad. Las mediciones de
crecimiento micelial fueron realizadas cada 24 horas, en
cuatro oportunidades sucesivas, midiendo dos didmetros
delacoloniaen posicién ortogonal de cada placa. El por-
centaje deinhibicion micelia invitrorelativo a testigo de
cada cepade Trichoderma para cadadosisy réplica, fue
calculado por lasiguienteformula: 100 x [(Didmetrotestigo
- 6) - (Didmetro Tratamiento - 6)] / (Diametro testigo - 6).
Se determind, segun el método propuesto por Mdnaco
et.al (2001), laregresion lineal [Y=a+ b (log x)] entre el
porcentaje de inhibicion relativo a testigo (Y: dato no
transformado) con el log,, de las concentraciones
evaluadas del producto (x), incluyendo 6 réplicas por
dosis, aidamientoy evaluacion (24, 48, 72y 96 h). LaCE,
para cada caso fue calculada como: CE, = 10 ®°-3/®
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Tabla 1. Relacién entrelainhibicion relativaal testigo del crecimiento delas 3 cepasde Trichoderma y ladosis
del fungicida Fludioxonil 2.5% + Metalaxil M 1%.

. Evaluacion - ., > CEs
Cepasde Trichoderma (horas) Ecuacion de Regresion R (ug/ml)

24 Y =19.04 * log;ox + 128.03 0.901*** 0.00008

CepaTA 48 Y =15.25* logygx + 87.25 0.885*** 0.00361
72 Y =15.95* logp X + 86.07 0.949%** 0.00549

96 Y =16.29 * logp X + 86.11 0,936*** 0.00608

24 Y =19.88 * logyo x + 108.08 0.887*** 0.00120

CepaTB 48 Y =19.22 * logyox + 90.01 0.932*** 0.00830
72 Y =17.73* logyp X + 88.00 0.955*** 0.00720

96 Y =17.75* logyo X + 84.22 0.936*** 0.01182

24 Y =20.11* log;px + 105.16 0.776*** 0.00181

CepaTC 48 Y =18.43* logyo X + 88.88 0.882*** 0.00780
72 Y =16.88 * log;o x + 85.86 0.859*** 0.00750

96 Y =17.65* log;ox + 88.89 0.839*** 0.00627

*** Significativo a 0.1%.

Y: % deinhibicion relativo al testigo X: log,, de las concentraciones del producto (R?): coeficiente de determinacion

Se determiné la significacion estadistica de cada
ecuacion seleccionada, considerando el coeficiente de
determinacién (R?).

RESULTADOSY DISCUSION

LaTabla1 muestralarelacion entre lainhibicion
del crecimiento relativa al testigo de aislamientos de
Trichoderma ensayadosy ladosis expresadas como log, ,
del fungicida Fludioxonil 2.5% + Metalaxil M 1%, en
cuatro oportunidades de evaluacion para las 3 cepas de
Trichoderma.

EnlaFigural seobservalainhibicién delascolonias
desarrolladas sobre APG con diferentes concentraciones
del fungicida y la colonia testigo de Trichoderma. La
Figura 2 muestra las rectas de regresion de las cepas
ensayadas para el agroquimico a las 24 y 48 h. de
incubacion.

El coeficiente de determinacién mostré baja
variabilidad, no explicadapor laregresiénlineal, losgjustes
fueron confiablesy altamente significativos (R?= 0,776) y
se obtuvo unabuenaprecision enlaprediccion de CE_ de
las cepas analizadas.

Las concentraciones crecientes ensayadas se
relacionaron casi al 100% delasvariacionesdel diametro
de crecimiento del hongo observadas (R?=0,77). Si biena
las 24 h sedeterminaron valoresmuy bajosde CE_ , TA fue

50’

mas sensible que las otras dos cepas (TB y TC), las que
fueron similares entre si. Este comportamiento, aunque
menos marcado, se observé tambiénalas48, 72y 96 h, y
Sus respectivas rectas de regresion y los valores de CE,
determinados para cada cepa ensayada (Tabla 1),
permitieron establecer claramentelasensibilidad al curase-
milla de Trichoderma sp. in vitro. Los valores de CE,,
variaron entre 8.10°y 1.2 102ig/mL despuésdelas24, 48,
72y 96 h deincubacién.

L os resultados obtenidos en el presente trabajo no
concuerdan con Resende et al. (2004), pero en este caso,
probablemente, los fungicidas probados no causaron
efecto toxico en Trichoderma por lixiviacion del producto
en el suelo. Sin embargo, coinciden con los resultados
obtenidos por Homechin (1987), Resende et al. (2005), y
Rodriguez et al. (2006), quienes verificaron distintos
grados de incompatibilidad de Trichoderma en contacto
directo con diferentes fungicidas.

En las concentraciones ensayadas, el fungicida
curasemillas Fludioxonil 2.5%+ Metalaxil M 1% provocd
una marcada inhibicién del crecimiento micelial de los
aislamientos de Trichoderma evaluados.

Los valores de CE, para las cepas analizadas
fueron muy inferioresaladosis agrondmicarecomendada
por €l fabricante paralasoja, por o que no seriafactibleel
uso combinado de los mismos en sistemas de manejo
integrado en soja.
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Figura 1. Coloniasen APG de Trichoderma (cepa TA)
con concentr acionesdecr ecientesde Fludioxonil 2.5% +
Metalaxil M 1% (deizquierdaaderecha),y del testigo,
sin agroquimico (angulosuperior derecho), incubadas
durante 96 h.
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Figura?2. Regresionesdeter minadasentreed logaritmo
delasconcentracionesdel Fludioxonil 2.5% + M etalaxil
M 1% (10°a 10? pg/mL y 4.10° a 40 ug/mL, respecti-
vamente) einhibicion por centual del crecimientomice-
lial delascepasdeTrichodermaen relacion al testigo, a
las24 (A) y 48 hs(B) deincubacién. Losvaloresdelas
concentracionesdel fungicida fueron transformadosen
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