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RESUMEN

Los patógenos presentes en semillas causan fallas en la germinación, afectan el rendimien-
to del cultivo e introducen enfermedades en nuevas zonas. El tratamiento de semillas es una 
estrategia de protección ampliamente utilizada. En este trabajo se realizaron experimentos in 
vitro en cajas de Petri para evaluar la eficiencia de diferentes fungicidas p.a. pyraclostrobin+-
metil tiofanato, p.a. thiram+carbendazim y p.a. metalaxil-M para controlar Cercospora kiku-
chii, Fusarium spp. y Phomopsis spp., patógenos prevalentes en semillas de soja del sudeste 
de la provincia de Buenos Aires. Además se compararon la eficiencia de un fungicida biológi-
co p.a. Trichoderma harzianum y uno químico (p.a. fludioxonil+metalaxil-M+tiabendazol). 
Los fungicidas en base a thiram+carbendazim y a pyraclostrobin+metil tiofanato mostraron la 
mayor inhibición del crecimiento de patógenos estudiados. El biofungicida mostró mayor con-
trol que el fungicida fludioxonil+metalaxil-M+tiabendazol, para los tres patógenos. Este tra-
bajo analiza y presenta alternativas útiles para el control de patógenos de semillas de soja.

Palabras claves: Glycine max; Semillas; Fungicidas; Trichoderma harzianum.

ABSTRACT

Efficacy of synthetic and biological fungicide with Trichoderma harzianum 
to control seedborne pathogens of soybean. 
Seedborne pathogens cause germination failures, affect crop yield and introduce diseases into new 
areas. Seed treatment is a widely used strategy to protect them. In this work, in vitro test were per-
formed to evaluate the efficiency of fungicides pyraclostrobin+thiophanate methyl, thiram+carben-
dazim and metalaxyl-M to control Cercospora kikuchii, Fusarium spp. and Phomopsis spp. (patho-
gens prevalent in the southeast of Buenos Aires province). Furthermore, the control efficiency of a 
bio-fungicide (i.a. Trichoderma harzianum) and chemical fungicide (i.a fludioxonil+metalaxyl-M+-
thiabendazole) was compared. Fungicides thiram+carbendazim or pyraclostrobin+thiophanate
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methyl showed the greatest inhibition of pathogens growth. For the three pathogens, the bio-fun-
gicide showed better control than the fungicide fludioxonil+metalaxyl-M+thiabendazole. This 
work analyzes and presents useful alternatives for controlling soybean seedborne pathogens.
Keywords: Glycine max; Seeds; Fungicide; Trichoderma harzianum.

INTRODUCCIÓN

Las semillas de soja pueden portar pa-
tógenos que afectan su germinación. Altos 
porcentajes de infección de semillas con es-
tos patógenos pueden comprometer  el esta-
blecimiento y el rendimiento de los cultivos 
y facilitar la introducción de enfermedades 
en predios sin antecedentes de ellas. Espe-
cies del género Fusarium spp. y Phomopsis 
spp. (20), así como Cercospora kikuchii son 
patógenos prevalentes en lotes de semillas 
de soja del sudeste de la provincia de Bue-
nos Aires (20). Fusarium spp. no solo afec-
ta la germinación de soja cuando contamina 
semillas sino también cuando está presente 
en su ambiente natural, el suelo, causando 
pudrición de las semillas, tizón de plántulas 
y podredumbre de cuello y raíces (22). Por 
otro lado, especies del género Phomopsis 
spp. son responsables del Cancro de la soja, 
enfermedad que limita la producción del 
cultivo cuando las condiciones epidemio-
lógicas favorecen su presencia (9, 19, 21). 
Esta enfermedad afecta los rendimientos, 
pero sobre todo disminuye la calidad y el 
poder germinativo de las semillas (20). C. 
kikuchii, agente causal de la Mancha púrpu-
ra de la semilla, generalmente no reduce la 
germinación de semillas, pero pueden pre-
sentar menor vigor (9). 

El tratamiento de semillas es una es-
trategia para proteger a las semillas y a 
las plántulas de plagas y enfermedades. 
Aunque durante muchos años se utilizaron 
productos químicos, y no se detectó resis-

tencia de los patógenos de semillas a las 
moléculas de síntesis, actualmente existe 
una tendencia mundial a disminuir el uso 
de agroquímicos por sus potenciales efec-
tos secundarios sobre la salud humana y el 
medio ambiente (16). Esta tendencia viene 
acompañada del aumento de uso de produc-
tos biológicos, como parte de una estrate-
gia dentro del concepto de manejo integra-
do de enfermedades (1). En este campo, el 
género Trichoderma es uno de los agentes 
de control biológico más estudiado, por su 
habilidad de antagonizar con hongos fitopa-
tógenos en condiciones naturales. Los prin-
cipales mecanismos de biocontrol atribui-
dos a este género son el micoparasitismo, 
la competencia por espacio y nutrientes y 
la producción de metabolitos secundarios, 
tales como sideróforos, antibióticos y enzi-
mas (11, 14, 5). 

Como micoparásito, Trichoderma sp. 
crece sobre los hongos fitopatógenos, y pe-
netra en sus células, alterando y degradan-
do paredes celulares, causando retracción 
de la membrana plasmática y desorganiza-
ción del citoplasma (14, 17).

Cuando actúa como competidor, Tri-
choderma sp. posee alta velocidad de cre-
cimiento y mediante la secreción de meta-
bolitos de diferente naturaleza, frena o eli-
mina a otros microorganismos (14,17). Por 
otra parte, muchas cepas de Trichoderma 
producen metabolitos secundarios volátiles 
y no volátiles, algunos de los cuales inhi-
ben el desarrollo de otros microorganismos 
con los que no tienen contacto físico. Es-
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tas sustancias inhibidoras son consideradas 
“antibióticos” (7, 13). La capacidad de Tri-
choderma de secretar varios compuestos 
antifúngicos simultáneamente, limita el 
riesgo de aparición de microorganismos re-
sistentes a estos metabolitos, tal como pue-
de suceder cuando fungicidas de síntesis se 
utilizan en dosis no adecuadas y de manera 
reiterada (17). 

En este trabajo se compararon tres fun-
gicidas de síntesis química para el control 
de C. kikuchii, Fusarium spp. y Phomopsis 
spp.: (1) un fungicida tradicional con los 
principios activos (p.a.) thiram y carbenda-
zim, (2) un fungicida con p.a. metalaxil-M 
recomendao para el control de oomycetes 
del Reino Cromista (Stramenopiles) pero a 
veces adoptado por productores para su uso 
en soja; y (3) un nuevo fungicida propuesto 
para el contro de patógenos de semillas de 
soja con los p.a. pyraclostrobin+metil tio-
fanato. Además se comparó respecto a un 
fungicida complejo (p.a. fludioxonil + me-
talaxil-M + tiabendazol) para el control de 
estos mismos patógenos, la eficiencia de la 
cepa de T. harzianum extraída de un bio-
fungicidas comercial (seleccionada en el 
IMYZA, Instituto de Microbiología y Zoo-
logía Agrícola del INTA Castelar) y ha sido 
formulada comercialmente por Rizobacter® 
(Rizobacter Argentina, Pergamino, Argen-
tina) para el control de patógenos de semi-
llas de cereales de invierno (cebada y tri-
go). Para ello se condujeron experimentos 
in vitro, donde se evaluó el crecimiento de 
los patógenos en presencia de los distintos 
fungicidas o confrontados al biofungicida 
con T. harzianum. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento de hongos fitopatógenos: 
Semillas de soja provenientes del sudeste 
de la provincia de Buenos Aires se colo-
caron sobre papel humedecido con agua 
destilada y se incubaron durante 7 días a 
23±2ºC con alternancia de luz/oscuridad 
(12 h/12 h) para favorecer el crecimiento y 
esporulación de los hongos presentes (15; 
22). Las semillas fueron examinadas bajo 
lupa binocular para detectar estructuras 
fúngicas e identificarlos mediante observa-
ción al microscopio y claves taxonómicas 
(3). Se obtuvieron aislamientos puros de C. 
kikuchii, Fusarium spp. y Phomopsis spp. 
para conducir luego experimentos in vitro. 
El medio de cultivo utilizado fue Agar Papa 
Dextrosa (APD) adicionado con 25 gotas/l 
de Ácido láctico 25%.

Evaluación de fungicidas para el con-
trol de C. kikuchii, Fusarium spp. y Pho-
mopsis spp. aislados de semillas de soja. 
Se utilizó el método de difusión en agar 
Kirby-Bauer modificado (6). Para ello, se 
realizaron confrontaciones in vitro de cada 
hongo con suspensiones de los fungicidas a 
las dosis comerciales: pyraclostrobin+metil 
tiofanato (100 ml/100 Kg de semilla), me-
talaxil-M (50 ml/100 Kg de semilla) y thi-
ram+carbendazim (200 ml/100 Kg de semi-
lla). Los experimentos se condujeron en ca-
jas de Petri con medio de cultivo Agar Papa 
Dextrosa (APD). Para ello, en el centro del 
medio APD contenido en cajas de 9 cm de 
diámetro se colocó, por separado, un disco 
de agar de 8 mm de diámetro con micelio 
de cada patógeno procedente de un cultivo 
de 7 días, 25±2 ºC, en oscuridad. En forma 
equidistante del punto de siembra y cerca 
del borde se realizaron 4 hoyos de 8 mm de 
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diámetro con un sacabocado. En tres de los 
hoyos se colocó una gota de 20 μl de sus-
pensión de cada fungicida, mientras que en 
el hoyo restante se colocó como testigo un 
volumen idéntico de agua destilada (Figura 
1). Las cajas se incubaron 8 días a 25±2 ºC, 
en oscuridad. Durante el periodo de incu-
bación se midió el crecimiento de la colo-
nia en cada una de las transectas marcadas 
en el fondo de la caja desde el centro del 
punto de siembra hacia el centro de cada 
uno de los hoyos donde se ubicaron los fun-
gicidas. El experimento se condujo con un 
diseño de bloques completos aleatorizados 
(DBCA) con cuatro repeticiones. La unidad 
experimental la constituyó cada caja de Pe-
tri donde creció cada patógeno en presencia 
de los fungicidas evaluados.

Tasa de crecimiento de microorganis-
mos patógenos y del biocontrolador. Se 
evaluó la tasa de crecimiento de los hon-
gos patógenos C. kikuchii, Fusarium spp., 
Phomopsis spp. y del biocontrolador T. har-
zianum. Para ello, se colocó en el centro de 

una caja de Petri de 9 cm de diámetro con 
APD un disco de agar de 8 mm de diámetro 
con micelio de cada patógeno procedente 
de un cultivo crecido en APD (7 días, 25±2 
ºC, en oscuridad). Durante el periodo de in-
cubación se midió con frecuencia diaria el 
crecimiento de las colonias desde el centro 
del punto de siembra hacia los bordes, en 
cada una de las cuatro transectas marcadas 
en el fondo de la caja.

Comparación de eficacia de control de 
T. harzianum y el fungicida en el control 
de fitopatógenos. Se utilizó la técnica de 
cultivos duales, confrontando en una caja 
de Petri con APD cada hongo fitopatógeno 
con T. harzianum o con el fungicida p.a. 
fludioxonil + metalaxil-M + tiabendazol. 
Para ello, en un extremo de la caja de Petri 
de 9 cm de diámetro se colocó un disco de 
agar con micelio de cada patógeno (8 mm 
de diámetro) procedente de un cultivo de 7 
días, crecido a 25±2 ºC, en oscuridad. En 
el extremo opuesto de la caja se colocó un  
disco (8 mm) con micelio de T. harzianum 

Figura 1: Experimento in vitro para medir la eficacia para inhibir el crecimiento de a) Cercospora 
kikuchii, b) Fusarium spp. y c) Phomopsis spp. de los fungicidas 1) metalaxil-M (50 ml/100 Kg de 
semilla), 2) pyraclostrobin+metil tiofanato (100 ml/100 Kg de semilla), 3) thiram+carbendazim 
(200 ml/100 Kg de semilla). Se incluye un control sin funguicida 4).En el centro se ubica un disco 
de medio de cultivo colonizado con cada patógeno y en cada círculo equidistante (en los bordes de 
la caja) las soluciones de fungicida y el control del experimento. 
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o se colocó en un orificio (8x8mm) una gota 
de 20 μl de suspensión del fungicida (con-
centración similar a dosis comercial 100μl 
+ 400 μl de agua destilada). En los testigos 
se sembró un disco de agar sin micelio (tes-
tigo del hongo biocontrolador) o se agrega-
ron 20 μl de agua destilada en hoyos de 8 
mm de diámetro (testigo de fungicida). 

Los cultivos duales permitieron evaluar 
dos mecanismos de antagonismo: compe-
tencia por sustrato y antibiosis. La evalua-
ción de la competencia por sustrato de T. 
harzianum con los fitopatógenos se realizó 
aplicando la escala de Bell (4). Esta cons-
ta de cinco clases: 1- T. harzianum ocupa 
completamente la superficie del medio de 
cultivo cubriendo totalmente al patógeno; 
2- T. harzianum llega a sobrepasar las dos 
terceras partes de la superficie del medio 
de cultivo; 3- T. harzianum y el patógeno 
colonizan cada uno aproximadamente la 
mitad de la superficie del medio y ningu-
no parece dominar al otro; 4- el patógeno 
sobrepasa al crecimiento de T. harzianum 
colonizando al menos dos terceras partes 
de la superficie del medio de cultivo y 5- 
el fitopatógeno cubre completamente a T. 
harzianum y cubre la  total mente de la su-
perficie del medio. La evaluación del efecto 
por producción de sustancias difusibles al 
medio  se realizó calculando el porcentaje 
de inhibición del crecimiento (PIC) me-
diante la fórmula utilizada por Skidmore y 
Dickinson (23), donde PIC= [(C1-C2)/C1] 
x100. C1 es el crecimiento radial del testigo 
(fitopatógeno sin antagonista y sin fungici-
da) y C2 el crecimiento radial del fitopa-
tógeno con antagonista o con fungicida. El 
PIC fue evaluado a los 7, 8 y 40 días y a la 
mitad de este tiempo (3.5, 4 y 20 días), mo-
mentos en que Phomopsis spp., Fusarium 
spp. y C. kikuchii creciendo solos (testigos) 
cubrieron por completo las cajas de Petri. 

El efecto del fungicida también se evaluó 
calculando el PIC con la fórmula utilizada 
anteriormente.

Durante la incubación a 25±2 ºC en os-
curidad, tanto en los cultivos duales como 
en la evaluación de la eficacia del fungicida 
se midió el crecimiento de las colonias en la 
transecta marcada desde un borde a otro de 
la caja de Petri. El diseño experimental uti-
lizado fue DBCA con cuatro repeticiones. 
La unidad experimental la constituyó cada 
caja de Petri. En todos los experimentos se 
analizó la varianza de los datos y se compa-
raron los promedios de los tratamientos por 
la prueba de LSD Fisher. Para ello se utilizó 
el paquete estadístico Infostat® (8).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Evaluación de fungicidas para el con-
trol de fitopatógenos prevalentes de semi-
llas de soja: El fungicida thiram+carben-
dazim demostró la máxima eficiencia para 
inhibir el crecimiento in vitro de todos los 
patógenos. Similar efecto demostró el fun-
gicida en base a pyraclostrobin+metil tio-
fanato, con un 35% menos de eficiencia de 
inhibición del crecimiento de los tres pató-
genos.

Al evaluar el crecimiento in vitro de C. 
kikuchii, el fungicida metalaxil-M mostró 
no ser eficiente para controlar al patógeno, 
no diferenciándose del control sin trata-
miento con fungicida, en todos los tiempos 
evaluados (Figuras 2 y 3). En el caso de 
Fusarium spp., el crecimiento del hongo 
en el medio de cultivo fue incluso promo-
vido por la presencia de metalaxil-M. Con 
respecto a Phomopsis spp., el fungicida 
metalaxil-M, si bien controló parcialmente 
al hongo lo hizo con una evidente baja efi-
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Figura 2:  Crecimiento de cultivos de Cercospora kikuchii (a), Fusarium spp. (b) y Phomopsis spp. 
(c) en medio de cultivo APD y en presencia de los fungicidas 1) metalaxil-M , 2) pyraclostrobin+-
metil tiofanato, 3) thiram+carbendazim y 4) agua (control sin funguicida). 
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Figura 3: Crecimiento de cultivos de Cercospora kikuchii, Fusarium spp. y Phomopsis spp. en 
medio de cultivo APD y en presencia de los fungicidas pyraclostrobin+metil tiofanato, meta-
laxil-M o thiram+carbendazim. Se incluye un control sin funguicida. En cada fecha de incuba-
ción, letras iguales indican diferencias no significativas entre los tratamientos (p=0,0001).
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ciencia respecto de la que demostraron los 
otros dos fungicidas para inhibir el creci-
miento de este patógeno. La eficiencia de 
control fue además decreciendo al tiempo 
que avanzaron las evaluaciones.

Tasa de crecimiento de microorganis-
mos patógenos y del agente biocontrola-
dor. 

T. harzianum presentó la mayor tasa de 
crecimiento, diferenciándose significativa-
mente de los tres patógenos. A los 2 días 
de incubación el biocontrolador cubrió por 
completo la caja de Petri. Con respecto a 
los patógenos, el primer día de incubación 
Phomopsis spp. se diferenció significati-
vamente de los otros dos patógenos por 
su mayor tasa de crecimiento. A partir del 
segundo día las diferencias fueron signi-
ficativas entre los tres patógenos, siendo 
Phomopsis spp. el primero en cubrir la caja 
de Petri (4 días), seguido por Fusarium spp. 
(7 días) y por último C. kikuchii (13 días) 
(Figura 4). Resultados similares han sido 

descriptos por Guédez et al. (10) quienes 
observaron que T. harzianum superó sig-
nificativamente el crecimiento in vitro de 
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fu-
sarium oxysporum. 

Comparación de actividad antagónica 
de T. harzianum con el fungicida en el 
control de fitopatógenos. 

Evaluación de la competencia por sus-
trato.

De acuerdo a la escala de Bell et al. 
(4), la cepa de T. harzianum del biofungi-
cida comercial utilizado correspondió a la 
clase I, ya que su crecimiento ocupó com-
pletamente la placa cubriendo a todos los 
patóge nos evaluados. Teniendo en cuenta 
estos resultados, T. harzianum se comporta 
como antagonista “in vitro” de C. kikuchii, 
Phomopsis spp. y Fusarium spp. Esto tam-
bién ha sido observado por Bell et al. (4) 
quienes hallaron que un 65% de las cepas 
de este hongo se ubicaron en la clase I al 
evaluar su eficiencia como biocontrolador 
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de Rhizoctonia solani G-2. Nuestros resul-
tados suman evidencias de que Trichoder-
ma es un excelente competidor por espacio 
y nutrientes (13).

Evaluación del porcentaje de inhibi-
ción del crecimiento (PIC).

El biofungicida presentó los valores 
más altos de inhibición del crecimiento de 
los patógenos. Los valores de PIC relati-
vo al testigo a los 3.5, 4 y 20 días para C. 
kikuchii, Fusarium spp. y Phomopsis spp. 
fueron de 69, 44 y 50%, respectivamente; 
mientras que para el fungicida químico es-
tos valores fueron significativamente me-
nores (8.5, 29.5 y 31% para cada patógeno). 
Este comportamiento también se mantuvo 
a los 7 y 40 días, para Phomopsis spp. y C. 
kikuchii; mientras que a los 8 días para Fu-
sarium spp. si bien T. harzianum presentó 
mayor PIC que el fungicida químico, esta 
diferencia no fue estadísticamente signifi-
cativa (Figura 5). Se reporta que el hongo 
Trichoderma se caracteriza por presentar 
altos valores de PIC en cultivos duales con 
hongos fitopatógenos (10). Por ejemplo, 
Por ejemplo, Barbosa et al. (2) observaron 

que T. harzianum se desarrolló a mayor 
velocidad que F. oxysporum., obteniendo 
un valor de PIC (65%) aún mayor que el 
obtenido en este trabajo para este género. 
Asimismo, Michel et al. (18) obtuvieron 
valores de inhibición de crecimiento de un 
94% contra S. rolfsii en pruebas in vitro.

En la figura 6 se puede observar que tan-
to el crecimiento de Fusarium spp. como el 
de Phomopsis spp. se detuvo a los 2 días 
de incubación cuando fueron confrontados 
con el biofungicida, mientras que esto ocu-
rrió al tercer día cuando se confrontaron 
con el fungicida químico. Con respecto a C. 
kikuchii, el crecimiento también se detuvo 
al segundo día de incubación cuando creció 
en presencia de T. harzianum, mientras que 
en presencia del fungicida el patógeno sos-
tuvo su crecimiento hasta el día 33. Durante 
los primeros 13 días el crecimiento de C. ki-
kuchii en presencia del fungicida fue mayor 
que el del testigo, aunque estas diferencias 
no fueron significativas.

Al finalizar la evaluación de las pruebas 
duales se observó en los tres patógenos un 
crecimiento significativamente mayor en 
los   tratamientos  testigo  que  cuando   los

Figura 5: Porcentaje de inhibición del crecimiento (PIC) relativo al testigo a los 3.5, 4 y 20 días 
(A) y a los 7, 8 y 40 días (B) de Trichoderma harzianum o fungicida químico en base a fludioxonil 
+ metalaxil-M + tiabendazol sobre Cercospora kikuchii, Phomopsis spp. y Fusarium spp. Letras 
iguales en los patógenos indica diferencias no significativas.

Biofungicida 
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Figura 6: Crecimiento de colonias de Fusarium spp., Phomopsis spp. y Cercospora kikuchii con-
frontados con Trichoderma harzianu, con el fungicida fludioxonil + metalaxil-M + tiabendazol y 
creciendo solos (testigos).

patógenos se confrontaron con los fungi-
cidas. Esto demuestra la efi ciencia de los  
productos en el control de los patógenos es-
tudiados. Asimismo Hernandez et al. (12) 
observaron en ensayos in vitro que tanto el 
biocontrolador T. harzianum como el fungi-
cida (carbendazim) impidieron el desarro-
llo del patógeno evaluado (Dothiorella sp.), 

no encontrando diferencias signifi cativas 
entre ambos estrategias de control. En cam-
bio en nuestro trabajo las diferencias ente 
el crecimiento de las colonias confrontadas 
con T. harzianum y con el fungicida quí-
mico fueron signifi cativas, siendo mayor la 
inhibición obtenida con el biocontrolador.
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CONCLUSIONES

Tal lo esperado, en nuestros estudios el 
fungicida en base a metalaxil-M, recomen-
dado para Oomycetes demostró limitada 
capacidad para controlar a los hongos As-
comycetes patógenos de soja C. kikuchii, 
Fusarium spp. y Phomopsis spp. Esto tam-
bién pudo ser corroborado en el experimen-
to de confrontación in vitro de los hongos. 
Los fungicidas en base a los principios 
activos thiram+carbendazim y pyraclostro-
bin+metil tiofanato, en ese orden, inhibie-
ron el crecimiento de los hongos evaluados 
con distinta efi ciencia. El fungicida en base 
a pyraclostrobin+metil tiofanato constituye 
una alternativa actual a los fungicidas tradi-
cionales del mercado de terápicos de semi-
llas, restando establecer si dosis mayores a 
la ensayada pueden mejorar su performan-
ce, considerando que se utilizó la dosis re-
comendada por marbete para el tratamiento 
de semillas de otros cultivos.

T. harzianum, en cultivos duales, demos-
tró ser un efectivo controlador biológico 
de C.kikuchii,  Fusarium spp. y Phomop-
sis spp., patógenos aislados de semillas de 
soja. 

Las diferencias signifi cativas encontra-
das in vitro entre el curasemillas biológico 
en base a T. harzianum y el químico en base 
a fl udioxonil + metalaxil-M + tiabendazol 
para el control de C. kikuchii, Fusarium 
spp. y Phomopsis spp. justifi can el uso de 
T. harzianum como una herramienta de 
control que no dañe el medio ambiente ni la 
salud de las poblaciones.

Este trabajo utiliza métodos que permi-
ten analizar la efi ciencia de control puntual 
de moléculas fungicidas de síntesis o bio-
controladores sobre patógenos específi cos. 
De este modo se exponen algunas alternati-
vas potencialmente útiles de tratamiento de 
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