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RESUMEN: Si bien los ensayos de biocontrol en plantas de trigo fueron promisorios utilizando la técnica de peleteado o recubrimiento,
ninguno de éstos estudié la adherencia de los conidios de Trichoderma harzianum a la semilla segun la formulacién utilizada. Tampoco
se han encontrado antecedentes en la evaluacién de la supervivencia de conidios al aplicarse como recubrimiento de semillas durante
su almacenamiento. Estos aspectos son considerados fundamentales para la seleccién de la formulacién y su concentracion para
lograr laadherencia y supervivencia de los conidios que se busca. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue: evaluar la
efectividad delmétodo de peleteado con T. harzianum en semillas de trigo, en cantidad de conidios adheridos y supervivencia durante
el almacenaje y su efecto sobre la germinacion de las semillas, el peso seco y el indice de verdor de plantulas de trigo. Para el ensayo
se utilizaron semillas de trigo Variedad Pampero del Criadero Santa Rosa, que fueron provistas por la empresa NITRAP S.A.
peleteadas con un producto comercial biolégico a base de conidios de T. harzianum (TRICOTRAP) aplicando diferentes formulaciones
y concentraciones. La empresa a su vez, proporcion6 el producto comercial para la realizacién de los ensayos en invernaculo. A fin de
conocer el efecto de la aplicacion de T. harzianum como peleteado de semillas en el crecimiento de plantulas de trigo se evaluaron tres
indicadores que fueron: la emergencia de plantulas, el peso seco y el indice de verdor. Los resultados obtenidos del ensayo para
evaluar la cantidad de conidios de T. harzianum que se adhieren a la semilla utilizando diferentes formulaciones y concentraciones
mostraron que los mayores valores de ufc/g de semilla de trigo peleteada recuperados en medio de cultivo fueron para las
formulaciones soélidas. En las evaluaciones a los 10, 20 y 30 dias de almacenamiento, se observé que los valores de recuento de
conidios fueron disminuyendo. Ademas, se evidencié una estimulacién en la germinacién de las semillas tratadas con T. harzianum en
comparacion con las semillas no tratadas. El peso seco promedio de las plantas emergidas de las semillas no tratadas fue de 0,0608 g
y el promedio de las tratadas fue de 0,0604 g. No se observaron diferencias entre ambos valores, por lo que no se pudo establecer
ningun efecto de la aplicacion de T. harzianum sobre el peso seco de las plantas de trigo. Lo mismo se observé para el indice de
verdor de las pantas, no hubo diferencias significativas entre las semillas tratadas y las no tratadas. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente trabajo se considera de importancia conocer la cantidad de conidios de Trichoderma spp. que se adhieren a la
semilla segun la formulacién y la concentracién de conidios que se apliquen a las semillas y su sobrevivencia en el tiempo. Se sugiere
la continuacion de los ensayos analizando diferentes condiciones de almacenamiento para favorecer la mayor sobrevivencia de

conidios y evaluar la adherencia y supervivencia en semillas de otras especies.

PALABRAS CLAVE: trigo, Trichoderma harzianum, semillas, supervivencia conidial, peleteado.

TRICHODERMA HARZIANUM. SURVIVAL TEST IN PELLED WHEAT SEEDS

ABSTRACT: While biocontrol assays in wheat plants were promising using the pelleting or coating technique, none of these studied the
adhesion of Trichoderma harzianum conidia to the seed according to the formulation used. No antecedents have been found in the
evaluation of the survival of conidia when applied as a seed coating during storage. These aspects are considered fundamental for the
selection of the formulation and its concentration to achieve the adhesion and survival of the conidia that is sought. In this sense, the
objective of the present work was: To evaluate the effectiveness of the method of pelleting with T. harzianum in wheat seeds, in the
amount of adhered conidia and survival during storage and its effect on the germination of seeds, dry weight and greenness indexof
wheat seedlings. For the essay, wheat seeds, Variety Pampero from the Santa Rosa Hatchery, which were provided by the company
NITRAP S.A. pelleted with a commercial biological product based on T. harzianum conidia (TRICOTRAP) applying different
formulations and concentrations were used. In order to know the effect of the application of T. harzianum as a seed pellet on the growth
of wheat seedlings, three indicators were evaluated, which were the emergence of seedlings, dry weight and greenness index. The
results obtained from the trial to evaluate the amount of T. harzianum conidia adhering to the seed using different formulations and
concentrations showed that the highest values of cfu/g of pelleted wheat seed recovered in culture medium were for the solid
formulations. In the evaluations at 10, 20 and 30 days of storage, it was observed that the conidia count values were decreasing. In
addition, there was evidence of stimulation in the germination of seeds treated with T. harzianum compared to untreated seeds. The
average dry weight of plants emerged from untreated seeds was 0.0608 g and the average of treated seeds was 0.0604 g. No
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differences were observed between the two values, so no effect of the application of T. harzianum on the dry weight of wheat plants

could be established. The same it was observed respect to greenness index, there was not significant differences between treated and

untreated wheat seeds. According to the results obtained in the present work, it is considered important to know the amount of conidia

of Trichoderma spp. that adhere to the seed according to the formulation and concentration of conidia that are applied to the seeds and

their survival over time. It is suggested to continue the trials analyzing different storage conditions to favor the greater survival of conidia

and evaluate the adhesion and survival in seeds of other species

KEYWORDS: wheat, Trichoderma harzianum, seeds, conidial survival, pelled.

INTRODUCCION

El trigo es la principal fuente de hidratos de carbono del mundo
occidental y junto con el arroz y el maiz conforman el 75 % de los
carbohidratos y el 50 % de las proteinas comestibles por el ser humano
[1]. Hoy, tiene destinos tales como los de primera industrializacién, las
harinas y las de segunda industrializacién para elaboracién de pastas,
panificados, galletitas y bizcochos. Su origen es la regién situada en la
Mesopotamia de los rios Tigris, Eufrates y las montafias adyacentes
denominada “Media Luna Fértil” hace aproximadamente 7000 afios AC.
Posteriormente, por diversas vias se introdujo en Europa y actualmente
se encuentra distribuido por todo el mundo.

En Argentina se obtuvo una produccién de aproximadamente 13,9
millones de toneladas para la campafia 2020/2021 con un rendimiento
promedio de 3200 kg/ha (Fuente MAGyP, 2020).

Es conocido que las enfermedades de las plantas ocasionan importantes
pérdidas, tanto de rendimiento como de calidad, y el trigo no es ajeno a
esta situacioén, siendo afectado por diferentes patologias, principalmente
de origen fungico. Durante su ciclo fenoldgico el trigo puede ser afectado
por enfermedades que parasitan la raiz, tallos, hojas, espigas, aristas y
granos [1, 2].

En nuestra zona triguera, el panorama de enfermedades ha cambiado en
los dltimos afios debido a diversos factores, tales como el aumento del
area influenciada bajo siembra directa, el monocultivo, el uso de
variedades susceptibles, el aumento en los niveles de fertilizacion, el uso
del riego, entre otros. Algunas enfermedades foliares del trigo como la
mancha amarilla se incrementaron considerablemente en campos bajo
siembra directa y monocultivo.

Por otro lado, deben mencionarse algunas enfermedades llamadas
emergentes, que son aquellas enfermedades en un cultivo en una regioén
geografica, en donde su aparicién ocurre por primera vez. Un ejemplo de
éstas es el brusone o wheat Blast ocasionado por Pyricularia oryzae cuyo
agente etioldgico (patotipo Triticum) ha sido descubierto recientemente
en trigo en Argentina [3].

Asimismo, entre los cambios ocasionados en el panorama sanitario de la
region triguera pueden mencionarse a las enfermedades que ya habian
sido registradas y que fueron oportunamente controladas y que han
vuelto a incrementarse. Estas enfermedades son denominadas re-
emergentes y un ejemploes el manchado foliar ocasionado por
Parastagonospora nodurum (=Septoria nodorum) en trigo y en cebada [4].
En la zona triguera Argentina se han reportado pérdidas de rendimiento
producidas por Zymoseptoria tritici (mancha de la hoja) que oscilan entre
el 20 y 40 % y disminuciones de entre 3 y 13 % segun cultivares con
ataques tardios de la enfermedad. En cuanto a Drechslera tritici-repentis
(mancha amarilla) se han determinado pérdidas de entre 10 y 20%. Se ha
observado que esta enfermedad una vez introducida en un darea
determinada se vuelve dominante sobre otras manchas producidas por

patégenos necrotroéficos. Las Royas a su vez, causan importantes pérdidas
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en los rendimientos. Su efecto se ha atenuado por la resistencia genética
obtenida en los cultivares actuales, sobre todo a la roya negra (Puccinia
graminis f.sp. tritici). Entre las royas mas importantes por su severidad e
incidencia en la actualidad pueden mencionarse a la roya anaranjada (P.
triticina) y a la amarilla (P. striiformis f.sp. tritici), esta Ultima distribuida
en toda la regién triguera con valores muy elevados de incidencia y
severidad segun subregiones y cultivares [5].

Otra enfermedad de importancia en el cultivo de trigo es la fusariosis de
la espiga de trigo (FET) ocasionada por especies del género Fusarium,
principalmente F. graminearum. Esta enfermedad afecta el rendimiento
de granos ocasionando pérdidas de entre 5 a 15 % en afos con epidemias
moderadas y mermas superiores al 40% en afios con epidemias severas,
siendo altamente relacionada a las condiciones ambientales. Asimismo,
esta enfermedad debe su importancia a su efecto en la calidad de grano
por la produccién de micotoxinas [6].

En cuanto a los carbones, “el volador y el hediondo” ocasionados por
Ustilago tritici y Tilletia spp., respectivamente, han llegado a producir
hasta un 16 % de espigas enfermas, cuando las semillas no son tratadas
con fungicidas adecuados [7].

Las principales fuentes de inéculo de estas enfermedades son las
semillas, los restos culturales y otros hospedantes secundarios o
alternativos entre los cuales se pueden mencionar a malezas u otros
cereales. Es a través de las semillas, que la mayoria de los patégenos son
transportados a largas distancias y, por lo tanto, introducidos en lugares
donde no existian. Entre las recomendaciones para el manejo de las
enfermedades en el cultivo de trigo pueden mencionarse la rotacién de
cultivos con especies no susceptibles, las practicas de manejo que
aceleren la descomposicion del rastrojo, el uso de cultivares tolerantes o
no susceptibles, el uso de semilla sana o curada, el control de
hospedantes alternativos y plantas voluntarias y el control quimico [8].
Estas practicas de manejo intervienen en el ciclo de vida de los
patdégenos, previniendo la introduccion de indculo, o reduciendo su
cantidad o eliminando los hospedantes que pueden constituirse en
puentes verdes [9].

Estas practicas y estrategias de manejo de las enfermedades se integran
en un nuevo paradigma: el Manejo Integrado de Enfermedades (MIE), que
utiliza los recursos y técnicas en forma racional para permitir la
sustentabilidad de la produccién agricola en el tiempo. Las principales
estrategias para el manejo de estas enfermedades estan basadas en el
control quimico, control cultural y busqueda e incorporacién de
germoplasma resistente por mejoramiento genético [10]. En los ultimos
afios se suma a estas estrategias, el control biolégico como alternativa
complementaria de bajo impacto ambiental [11, 12, 13, 14, 15, 16]. En
este sentido, las especies fungicas del género Trichoderma han sido
evaluadas con resultados promisorios para el control biolégico de

patégenos en plantas de la familia cruciferas, solandceas, gramineas y
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oleaginosas [2, 17, 18, 19, 20, 21, 22]. En Argentina, numerosos autores,
han realizado ensayos de control biol6gico de enfermedades foliares en
cereales en condiciones in vitro e in vivo. Entre ellos, Cordo et al. [23]
trabajoé con 14 cepas de T. harzianum aplicadas como pelets en la semilla
para evaluar la reduccién de la mancha de la hoja del trigo (MHT)
ocasionada por Zymoseptoria tritici (=Septoria tritici) en plantulas. Dicho
trabajo fue realizado bajo condiciones de invernaculo. Los resultados de
esta investigacidn sugieren que el hongo T. harzianum provoca un cambio
bioquimico en las plantas, como respuesta de defensa. Ademas, Perelld et
al. [22] observaron una reduccion de la incidencia de la MHT del 40 % y
de la severidad del 70 % cuando se aplicé T. harzianum como
recubrimiento de la semilla. En este sentido, Navarrete [24], evalu6 el
efecto biocontrolador de dos cepas de T. harzianum aplicadas solas y en
combinacién con fungicidas, sobre la severidad de la MHT, utilizando
diferentes técnicas de aplicacion en tres estadios fenoldgicos (plantula,
macollaje y espigazén). Este autor observéd que la severidad de la
enfermedad se redujo entre un 16,2 % y un 18,5 % en los tratamientos en
lo que se aplico el biocontrolador en semilla peleteada mientras que la
ganancia en el rendimiento fue de 646,6 kg/ha! cuando se reforzé el
peleteado de la semilla con 2 aplicaciones aéreas del agente de biocontrol
en comparacion con los otros tratamientos.

Asimismo, otros ensayos fueron realizados por Larran [2] para el
biocontrol de Macrophomina phaseolina en soja utilizando 8 diferentes
cepas endofiticas de Trichoderma sp. previamente aisladas de plantas de
soja asintomadticas. Los enddfitos fueron aplicados como recubrimiento
de semillas de soja a partir de suspensiones adicionadas de agar agua.
Estas semillas, en las pruebas in vitro fueron colocadas en medio
colonizado por el patégeno mientras que en las pruebas in vivo se
sembraron en sustrato inoculado con el patégeno. En las pruebas in vitro
se evalud su efecto en la germinaciéon y el largo de radicula de las
plantulas emergidas en comparacién con los testigos sembrados en
medio sin el patégeno. En las pruebas en invernaculo se evalué la
germinacién y la severidad de la podredumbre carbonosa en plantulas.
Los resultados demostraron que todas las cepas de Trichoderma sp.
aplicadas como recubrimiento mejoraron la germinacién y el largo de
radicula en los ensayos in vitro y en el ensayo in vivo todas mejoraron la
germinacion si bien se destacaron dos cepas [2].

Interesantemente, si bien todos estos ensayos mencionados fueron
promisorios utilizando la técnica de peleteado o recubrimiento, ninguno
de éstos estudi6 la adherencia de los conidios de T. harzianum a la semilla
segun la formulacién utilizada. Tampoco se han encontrado antecedentes
en la evaluacion de la supervivencia de conidios al aplicarse como
recubrimiento de semillas durante su almacenamiento. Estos aspectos
son considerados fundamentales para la seleccion de la formulacion y su
concentracién para lograr la adherencia y supervivencia de los conidios
que se busca. Frente a esto, surge la inquietud para la realizacién de este
trabajo. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue: evaluar la
efectividad del método de peleteado con T. harzianum en semillas de
trigo, en cantidad de conidios adheridos y supervivencia durante el
almacenaje y su efecto sobre la germinacién de las semillas, el peso seco 'y

el indice de verdor de plantulas de trigo.

MATERIALES Y METODOS
Peleteado de las semillas con Trichoderma harzianum (Th1).
Para el ensayo se utilizaron semillas de trigo Variedad Pampero del

Criadero Santa Rosa, que fueron provistas por la empresa NITRAP S.A.
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peleteadas con un producto comercial bioldgico a base de conidios de T.
harzianum (TRICOTRAP) aplicando diferentes formulaciones y
concentraciones. La empresa a su vez, proporciond el producto comercial
para la realizacion de los ensayos en invernaculo.

Los tratamientos fueron los siguientes:

M1-500 cc de Tricotrap Formulaciéon Liquida + 31.25 cc Protrap
(protector orgénico) / 100 Kg de semilla de trigo.
M2-250 cc de Tricotrap Formulacién Liquida + 31.25 cc Protrap
(protector organico) / 100 Kg de semilla de trigo.
M3-500 g de Tricotrap Formulacion Sélida Liofilizada + 31.25 cc Protrap
(protector organico) / 100 Kg de semilla de trigo.
M4-200 g de Tricotrap Formulacién Sélida Tamizada + 31.25 cc Protrap
(protector organico) / 100 Kg de semilla de trigo.

Supervivencia de T. harzianum (TRICOTRAP) en la semilla de trigo
peleteada

Con la finalidad de evaluar la concentracién de conidios de T. harzianum
que se adhieren a las semillas al ser peleteadas con las distintas
formulaciones y concentraciones, se disefié un ensayo que consistié en el
recuento de unidades formadoras de colonia (ufc) por gramo de semilla
que se recuperan en laboratorio. Asimismo, con la finalidad de evaluar la
supervivencia en el tiempo, las semillas peleteadas con los distintos
tratamientos fueron almacenadas en bolsas de papel durante 30 dias a
temperatura ambiente (20-22 °C). El recuento de ufc/g de semillas fue
realizado a los 0, 10, 20 y 30 dias del peleteado colocando 1 g de semilla
peleteada de cada uno de los tratamientos en 100 ml de agua destilada
estéril y llevando a un agitador magnético (120 rpm) durante 20 minutos
(Figura 1). A partir del sobrenadante se realizaron diluciones sucesivas
hasta obtener 10-. Se realizaran 4 repeticiones de cada diluciéon. Luego, 1
ml de cada dilucién se sembré en cajas de Petri conteniendo 1mL del
fungicida pentacloronitrobenceno (PCNB) y el medio selectivo para
Trichoderma (TSM) (Figura 2). El recuento de ufc/g de semillas de cada
tratamiento se realiz6 luego de 7 dias de incubaciéon en estufa a 24 + 2 °C
y en condiciones de oscuridad. El resultado final se expresé como ufc por
gramo de semillas.

Previamente se prepar6 el medio selectivo con los siguientes
componentes y se esteriliz6 en autoclave:

SOsMg.7H.0 02¢g

PO,HK; 09g
CIK 015¢g
NOs3Na 1g
Glucosa 3g

Cloranfenicol 0,25g
Rosa de bengala 0,15 g
Agar 20g

Con los datos obtenidos se realizé un analisis estadistico. Para la primera
fecha se realiz6 un andlisis no paramétrico de Kruskal Wallis y una
prueba de Ranks para comparacién de medias (P<0,05). Para las otras
fechas se realizaron ANOVAs y Test de Fisher para comparacién de

medias (P<0,05).

Efecto de T. harzianum (TRICOTRAP) sobre la germinacion, peso

seco e indice de verdor de plantulas de trigo en invernaculo



A fin de conocer el efecto de la aplicacion de T. harzianum como
peleteado de semillas en el crecimiento de plantulas de trigo se evaluaron
tres indicadores que fueron la emergencia de plantulas, el peso seco y el

indice de verdor.

Figura 1: Semillas de trigo peleteadas en 100 ml de agua destilada estéril
en agitador magnético.

Figura 2: Cajas de Petri con el medio selectivo para Trichoderma (TSM)

Inicialmente se procedié al peleteado que consisti6 en incorporar 400 g
de Tricotrap como formulacién solida liofilizada + 31.25 cc Protrap
(protector) a 100 Kg de semilla de trigo. En un recipiente se coloc6
TRICOTRAP (0.25 g) y se agreg6 1 ml de agua para disolver (agua de pozo
libre de cloro), asi, se logré una mejor distribucion del indculo sobre la
semilla. Las semillas se colocaron en una bolsa de polietileno, se
incorporé la mezcla de inoculante + agua + protector y se agité hasta
lograr una distribucién uniforme (Figura 3). Una vez peleteadas las
semillas se sembraron en 2 plantineras de 50 celdas, 1 semilla por celda
(total 100 semillas) conteniendo tierra estéril y fueron mantenidas en
invernaculo con riegos periddicos y condiciones dptimas de luminosidad.
Con los mismos parametros se prepararon dos bandejas con semilla sin

tratar como testigo.
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Figura 3: Peleteado de semillas de trigo con Tricotrap formulacién sélida
liofilizada + protector. A. previo al peleteado; B: posterior al peleteado
El ensayo se sembro el 27 de julio realizindose el recuento de plantulas

emergidas a los 38 dias después de la siembra registrandose el
porcentaje de plantulas emergidas en las 100 semillas sembradas
tratadas y las testigo.

Al estado de tres hojas desplegadas se descalzaron las plantas, se lavaron
para eliminar los restos de tierra, se ubicaron en bandejas sobre papel
para acondicionarlas y se llevaron a estufa a 60 °C (durante tres dias)
para obtener el peso seco constante. Luego, se pes6 planta por planta de
las tratadas y las testigo (un total de 41 en cada uno), registrandose los
datos. Los datos fueron analizados estadisticamente realizdndose un test
T para muestras independiente (ver anexo).

La medicion de indice de verdor se realizd en estadio de tercera hoja
(Z1.3: tres hojas en el tallo principal y 1 macollo [25] con el data logger
medidor de clorofila SPAD-502 Minolta tomando la primera hoja
expandida para dicha medicién. Se realizaron tres mediciones sobre la
misma hoja en un total de 20 plantulas promediandose el valor final. Se
recopilaron los datos de las mediciones tanto para las plantulas

provenientes de semillas tratadas con T. harzianum (Th1) como para las

plantulas provenientes de semillas sin tratar (testigo).

,.

3 _ . Lot
Figura 4: Plantineras en invernaculo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cantidad de conidios adheridos segiin formulacién y concentracion
El hongo Trichoderma sp. es un antagonista, que parasita a un gran
nimero de fitopatégenos por lo cual es ampliamente utilizado en el
control biolégico de diversas enfermedades, debido a su ubicuidad, a su
facilidad para ser aislado y cultivado y a su rapido crecimiento en un gran
rango de sustratos [26].

Los resultados obtenidos del ensayo para evaluar la cantidad de conidios
de T. harzianum que se adhieren a la semilla utilizando diferentes
formulaciones y concentraciones mostraron que los mayores valores de
ufc/g de semilla de trigo peleteada recuperados en medio de cultivo
fueron para las formulaciones sdélidas, destacindose la formulacién
tamizada con 200 g de Tricotrap y seguida de la formulaciéon sélida
liofilizada con 500 g de Tricotrap, tal como puede verse en la Figura 6.

La técnica de la adhesion de esporas de T. harzianum a las semillas de
trigo ha sido ampliamente usada por diversos autores en estudios de
biocontrol de fitopatégenos [2, 19, 23]. A la fecha, no se ha establecido la
concentracion de conidios que debe tener la suspension de esporas de
Trichoderma sp. para cubrir la superficie de la semilla. En este sentido,
Paredes [27] por primera vez estudi6 la adherencia de los conidios de dos
cepas de T. harzianum a la semilla segin la concentraciéon de la
suspension preparada. Las dos cepas de T. harzianum utilizadas en este

ensayo, respondieron de diferente forma a la adherencia en la semilla.
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Este autor concluyé que existe un nimero limite de conidios en la
suspension que se adhieren a la semilla, ya que superada la misma no se
recupera mayor cantidad de conidios a pesar de aumentar el nimero o
concentraciéon de los mismos. Estos resultados son similares a los
obtenidos en el presente trabajo en el que la mayor cantidad de ufc/g
semilla se obtuvieron en el tratamiento M4 que en M3 con 200 g de
Tricotrap formulacién sélida tamizada y 500 g en formulacién sélida

liofilizada, respectivamente (Figura 6).

Figura 5: Cajas de Petri con colonias desarrolladas para el recuento de
ufc/g de semillas.

Supervivencia de T. harzianum en semillas de trigo peleteada

Los resultados de la evaluacién de la supervivencia de los conidios de T.
harzianum en el tiempo con los diferentes formulaciones y
concentraciones de Tricotrap mostraron que en el primer recuento de
ufc/g de semillas correspondiente al dia 0, los valores obtenidos fueron
los mayores en comparacion con las siguientes fechas de evaluacién. En
las evaluaciones a los 10, 20 y 30 dias los valores de recuento de conidios
fueron disminuyendo, excepto para la muestra M4 que en la segunda
fecha mantuvo los mismos valores que en la primera fecha.

Asimismo, en estos resultados puede destacarse que los valores mas altos
de ufc/g semillas fueron para las formulaciones M4 con 200 g de
Tricotrap en formulacién sélida tamizada, seguido de M3 con 500 g de
Tricotrap en formulacién sélida liofilizada para todas las fechas
evaluadas. Por lo que pueden destacarse las formulaciones sélidas en la
supervivencia de los conidios de T. harzianum en comparacién con las
formulaciones liquidas. Sin embargo, se remarca de acuerdo a los
resultados que las semillas de la muestra M4 tratadas con T. harzianum
como formulacién sélida tamizada mantuvieron los valores mas altos de
conidios adheridos a las semillas a los 30 dias (promedio de 16.7 x 10*
ufc/g de semilla) como puede observarse en la Figura 6, en comparacion
con el resto de los tratamientos.

Las semillas tratadas con formulaciones de Tricotrap liquidas (M1 y M2)
mostraron los valores de ufc/g de semilla mas bajos de los cuatro
tratamientos. Interesantemente, se observo que en las primeras fechas de
evaluaciéon (0 y 10 dias) M1 con 500 cc de Tricotrap mostré valores
mayores de ufc/g que M2 con 250 cc de Tricotrap y luego a los 20 y 30
dias los valores fueron similares con un valor levemente mayor M2
(Figura 6). Se aclara que los valores que se representan en la Figura 6 en
el eje Y corresponden a la media del nimero de ufc/g de semilla (dividido

mil) en las distintas muestras y fechas de evaluacién.
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Figura 6: Adherencia y supervivencia de conidios de T. harzianum
obtenidos por recuento de ufc/gramo de semillas de trigo peleteadas con
diferentes formulaciones

Fecha 1: 0 dias, Fecha 2: 10 dias; Fecha 3: 20 dias; Fecha 4: 30 dias; M1:
500 cc de Tricotrap Formulacién Liquida + 31.25 cc Protrap/100 Kg de
semilla de trigo; M2: 250 cc de Tricotrap Formulacion Liquida + 31.25 cc
Protrap/100 Kg de semilla de trigo; M3: 500 g de Tricotrap Formulacion
Sélida Liofilizada + 31.25 cc Protrap/100 Kg de semilla de trigo; M4: 200
g de Tricotrap Formulacién Sélida Tamizada + 31.25 cc Protrap/100 Kg
de semilla.

Los resultados del analisis estadistico mostraron que hubo diferencias
significativas entre los tratamientos para todas las fechas y entre
tratamientos (ver Figura 6 y Anexo).

De acuerdo a los resultados obtenidos surge la importancia del
conocimiento de la cantidad de conidios que se adhieren a la semilla
segun el formulado y la concentracién que se utilice para el peleteado y
su supervivencia en el tiempo. Esto ultimo a los fines de propiciar la

mejor condicion para el almacenamiento del formulado.

Efecto de T. harzianum (TRICOTRAP) sobre el crecimiento de
plantulas de trigo en invernaculo

Los resultados del ensayo en el que se evalué la aplicacién de 400 g de
Tricotrap con formulacién soélida liofilizada a semillas de trigo a través
del procedimiento de peleteado con la finalidad de evaluar su efecto en el
crecimiento de plantas de trigo se presentan a continuacién. Inicialmente
se registraron los valores de porcentaje de emergencia de plantulas a
partir de semillas tratadas y no tratadas mostrando un valor de 66% de
las primeras en comparacion con el testigo sin tratar con el que se
registr6 47% de emergencia. De esta manera se evidencia una
estimulacién en la germinacién de las semillas tratadas con T. harzianum

en comparacion con las semillas no tratadas (Figura 7).
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Figura 7: Porcentaje de emergencia de plantulas de trigo a partir de



semillas tratadas con T. harzianum en comparacion con las semillas sin
tratar.

En los resultados obtenidos, la aplicacién del producto comercial
ensayado en semillas de trigo puede verse una tendencia a la mejora en el
porcentaje de emergencia en las semillas tratadas en comparacion con las
no tratadas. En este sentido, puede mencionarse que hay evidencias de
estudios que reportan que la aplicacién de Trichoderma spp. puede
incrementar el crecimiento, actuando como bioestimulador [28]. Por otro
lado, Ananthi et al. [29] reportaron que la aplicacién de T. viride en
semillas de pimiento, arrojé los valores mas altos para la tasa de
germinacion, el porcentaje de germinacion, la longitud media de la raiz, la
longitud media del brote, la produccién de biomasa y el indice de vigor de
las plantulas en comparacion con las semillas no tratadas.

Asimismo, Morinigo-Villin et al. [30] evaluando la aplicacién de
diferentes dosis de un formulado comercial a base de T. harzianum, sobre
la calidad fisiolégica y sanitaria de las semillas de trigo obtuvieron al
igual que en los resultados obtenidos en este trabajo un efecto
estimulante en la germinacién en comparacién con las semillas no
tratadas. Otros ensayos realizados por diferentes autores mostraron que
la aplicacion de T. harzianum en semillas de café incrementd hasta un 90
% la germinacién en comparacion con 70 % en el tratamiento control
[31].

Los resultados obtenidos de la evaluacion del peso seco de plantas de
trigo emergidas a partir de semillas tratadas con el producto a base de T.
harzianum en el estadio Z1.3 segin Zadoks et al. [25] se presentan con
valores promedio en la Figura 8 en comparaciéon con las plantas

emergidas a partir de las semillas no tratadas.

0,0609
0,0608
0,0607
0,0606
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Promedio peso seco

Figura 8: Efecto de la aplicacién de Tricotrap a base de T. harzianum en
semillas en el peso seco de plantas de trigo (valores promedio).

Como puede verse, el peso seco promedio de las plantas
emergidas de las semillas no tratadas fue de 0.0608 g y el promedio de las
tratadas fue de 0.0604 g. No se observaron diferencias entre ambos
valores, por lo que no se pudo establecer ningtin efecto de la aplicacion de

T. harzianum sobre el peso seco de las plantas de trigo.
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Figura 9: Plantulas listas para ser llevada a estufa para posterior
medicidn de peso seco.
El analisis estadistico realizado (prueba T para muestras independientes)

mostré que no hubo diferencias significativas entre las medias del peso
entre las semillas tratadas y los testigos (ver Anexo).

A continuacion, en la Figura 10 se presentan los valores de peso seco de
plantas individuales de trigo en estadio de 3 hojas Z1.3 segtin Zadoks et
al. [25] emergidas de semillas tratadas con Tricotrap a base de T.

harzianum y de las testigo sin tratar.

—\
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1 3 5 7 9111315171921 23 2527 29 313335373941
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Figura 10: Peso seco individual de plantas de trigo emergidas de semillas
tratadas con Tricotrap en comparacion con las testigo (total 41 plantas).

Numerosos autores han estudiado el efecto de la aplicacién de diferentes
especies de Trichoderma sobre el peso seco de las plantas tratadas (se
probaron tanto la aspersién de hojas y el recubrimiento de semillas) [23,
32, 33, 34]. En concordancia con Cordo et al. [23], en nuestro trabajo no
se observaron diferencias de peso seco entre las plantas provenientes de
semillas tratadas y no tratadas. Sin embargo, otros autores, observaron
diferencias significativas respecto al peso seco de las plantas. Tal es el
caso de lo reportado por Salerhpour et al. [32], quienes observaron que
diferentes aislamientos de Trichoderma aplicados en semillas de trigo y
en el suelo, aumentaron la altura de las plantas, el peso fresco y seco de
las raices y los brotes de plantulas de trigo en comparacién con el control
no inoculado. También, Barakat et al. [33] demostraron un efecto de la
aplicacion de diferentes cepas de Trichoderma en suspension sobre las
plantulas de frijol en el crecimiento de las mismas. En estos estudios la
altura de las plantas casi se duplicé (160 % - 200 %), mientras que el
peso fresco y seco se incrementd en las plantas en un 133 % - 217 %,
respectivamente.

De estos estudios puede arribarse a que no todas las cepas de
Trichoderma sp. se comportan de la misma manera. Y, que habria que
encontrar la cepa que produzca los efectos deseados sobre la especie
vegetal que se quiere mejorar y utilizar esta como agente de control

biolégico.
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Los resultados de la evaluacién del indice de verdor de las plantas
emergidas a partir de semillas tratadas con el producto comercial a base
de T. harzianum y de las testigo no tratadas y sembradas en el
invernaculo, se obtuvo que las plantas tratadas arrojaron un valor
promedio de 37.76 y las testigos de 32.55, por lo que, sin haber
diferencias significativas (ver Anexo), se pudo observar un efecto positivo
de la aplicaciéon de T. harzianum a las semillas de trigo sobre el indice de
verdor, tal como se observa en las Figuras 11y 12.

Diaz et al. [34] en plantas de maracuya, evaluaron algunos parametros
como el numero de hojas (NH), altura de plantas (AP), indice de clorofila
(IC), longitud de la raiz (LR), peso seco de la parte aérea (PSPA) y de la
parte radical (PSPR). Estos autores determinaron mayores valores para
todos los parametros evaluados excepto para el indice de clorofila, donde,
al igual que en nuestro trabajo no se observaron diferencias significativas
entre las plantas tratadas y el testigo. Sin embargo, Bader et al. [35]
observaron en plantas de pimiento, que la aplicaciéon de la cepa de
Trichoderma sp. FCC T 16 sobre el sustrato de las plantulas incremento,

en mas del 100% el desarrollo aéreo y la capacidad fotosintética.

40
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Figura 11: Promedio comparativo de indice de verdor de hojas de
plantulas emergidas de semillas tratadas y no tratadas con Tricotrap en
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Figura 12: Indice de verdor individual de plantas emergidas de semillas
tratadas con Tricotrap a base de T. harzianum en comparacion con el
testigo (total 20 plantulas).

CONCLUSIONES

Los resultados de los ensayos realizados con la finalidad de evaluar la
cantidad de conidios adheridos a las semillas peleteadas con las
diferentes formulaciones y concentraciones de T. harzianum mostraron
que los valores de ufc/g de semillas mayores fueron para los
tratamientos con formulaciones sdlidas M4 (200 gr de Tricotrap
Formulacién Sélida Tamizada + 31.25 cc Protrap (protector organico) /
100 Kg de semilla de trigo) seguida por M3 (500 gr de Tricotrap
Formulacién Sélida Liofilizada + 31.25 cc Protrap (protector organico) /
100 Kg de semilla de trigo) para todas las fechas evaluadas.

Los valores de conidios de T. harzianum recuperados de las semillas

tratadas fueron los mds altos en el dia 0 y con el tiempo fueron

ISSN 2314-3991

reduciéndose en las siguientes fechas de evaluacion, a excepcién del
tratamiento M4 en los que se mantuvieron los valores de conidios
recuperados en la primera y segunda fecha.

En relacidn a las formulaciones liquidas para las primera y segunda fecha,
con la formulacién con 500 cc de Tricotrap (M1) se obtuvieron mayores
valores de ufc/g de semillas que con la de 250 cc de Tricotrap (M2), sin
embargo, para la tercera y cuarta fecha los valores fueron similares entre
ellos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo se considera
de importancia conocer la cantidad de conidios de Trichoderma spp. que
se adhieren a la semilla segin la formulacién y la concentraciéon de
conidios que se apliquen a las semillas y su sobrevivencia en el tiempo. Se
sugiere la continuacién de los ensayos analizando diferentes condiciones
de almacenamiento para favorecer la mayor sobrevivencia de conidios y
evaluar la adherencia y supervivencia en semillas de otras especies.

Con respecto a la evaluacion del efecto de la aplicacién de T. harzianum
como producto comercial (TRICOTRAP) aplicado como peleteado a
semillas de trigo sobre la emergencia de plantulas en el invernaculo, se
observé una mejora en los porcentajes de plantulas emergidas de las
semillas tratadas con respecto a las testigo.

No se obtuvo un efecto favorable en la aplicacion del producto comercial
a base de T. harzianum (TRICOTRAP) a las semillas de trigo sobre el peso

seco e indice de verdor de plantulas en invernaculo.
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