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RESUMEN

La enfermedad Ojo de Buey, causada por el hongo fitopatdgeno Neofabraea vagabunda,
se caracteriza por provocar una o numerosas lesiones con halos concéntricos sobre lenticelas o
dafios mecénicos ocasionados en la piel, progresando hacia una pudricién de la pulpa lo que
disminuye significativamente la calidad y cualidad de la fruta. La infeccion de las lenticelas
ocurriria mayoritariamente cerca de la cosecha de las manzanas, favoreciéndose con lluvias que
ocurren en ese periodo. La expresion de la pudricién ocurre durante el almacenaje de las
manzanas y muchas veces en los mercados de destino. Aplicaciones de fungicidas autorizados
antes de la cosecha tendrian actividad en disminuir el nUmero de infecciones, sin embargo, esta
alternativa no puede ser usada en manzanas bajo produccion organica. Es por esto, que se
evaluo la capacidad biocontroladora in vitro de siete aislados de Trichoderma spp. colectados de
diferentes zonas geograficas para luego enfrentarlos a diez aislados de N. vagabunda de
diferentes huertos de manzanas Cripp’s Pink. Para esto se realizaron pruebas de enfrentamiento
usando técnica de cultivo dual en placas Petri. Se empled siembras seriadas, separadas por O,
20 y 30 dias, de manera de permitir el crecimiento y establecimiento del patégeno para luego
confrontarlos con su respectivo antagonista. Posteriormente, las placas duales y los controles
fueron incubados a 22 +1 °C, siendo la unidad experimental una placa Petri, y utilizandose cinco
repeticiones. Se analizé el porcentaje de crecimiento radial (ICR %) y se evalué la velocidad de
crecimiento de Trichoderma spp. midiendo el area de crecimiento con el programa Imagen J. Los
resultados de ICR (%) se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) o de Kruskal Wallis (p <
0.05), dependiendo de la homogeneidad de las varianzas obtenidas. Los resultados indicaron que
la mayor capacidad biocontroladora de Trichoderma spp. se logré cuando el patégeno se
encuentra con cero dias de crecimiento, destacando las nuevas cepas de Trichoderma spp. en
estudio presentando altos ICR (%) y con un comportamiento similar a la capacidad antagoénica de
las formulaciones comerciales Tiffi® y Mamull®. A medida que el patégeno aumenté su
crecimiento durante 20 dias, el ICR (%) no presentd diferencias significativas, demostrando un
crecimiento antagonico homogéneo, el cual se mantuvo en 8 aislados de N. vagabunda. Sin
embargo se diferencid por su crecimiento lento y capacidad antagénica con (16 y 23%) el
Trichoderma spp. Nancagua. Por consiguiente, si solo se compara Trichoderma spp. comerciales,
el comportamiento es esperado ya que su efectividad y alto espectro de control se refleja en el
tratamiento de Tiffi a los 30 dias de crecido el patégeno. Ademas de los anteriores resultados, se
obtuvo un resultado asertivo segun el coeficiente de correlacién entre las dos formas de medir la
capacidad de control, es decir que existe relacion entre variable Area (mm?) y ICE (%) de los
tratamientos. Se puede concluir que el efectivo control se logra cuando existe optimizacién en la
aplicacion de la formula del agente control, para esto se debe conocer: biologia del patégeno,

epidemiologia de la enfermedad, ecologia del biocontrolador, la interaccién entre



microorganismos, conocer la planta hospedera, microbioma de la fil6sfera y factores ambientales.
Con todos estos conocimientos previos se puede generar un sistema adaptado a una produccion

masiva logrando eficiencia y eficacia en el manejo de control biolégico.

Palabras clave: Control biolégico, Trichoderma spp., mecanismos de accion, competencia y
ICR (%) (Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial), fitopatégeno y N. vagabunda.



ABSTRACT

The Bull's Eye Rot disease, caused by the phytopathogenic fungus Neofabraea vagabunda,
is characterized by causing one or numerous lesions with concentric halos on lenticels or
mechanical damage caused to the skin, progressing towards rotting of the pulp which significantly
decreases the quality of the fruit. The infection of the lenticels would occur mainly near the apple
harvest, favored by the rains that occur in that period. The expression of rot occurs during the
storage of the apples and many times in the destination markets. Applications of authorized
fungicides before harvest would have activity in reducing the number of infections, however, this
alternative cannot be used on apples under organic production. For this reason, the in vitro
biocontroller capacity of seven isolates of Trichoderma spp. collected from different geographical
areas and then confronted with ten isolates of N. vagabunda from different Cripp’s Pink apple
orchards. For this, confrontation tests were carried out using dual culture technique in Petri dishes.
Serial sowings were used, separated by 0, 20 and 30 days, in order to allow the growth and
establishment of the pathogen and then confront them with their respective antagonist.
Subsequently, the dual plates and the controls were incubated at 22 +1 °C, the experimental unit
being a Petri dish, and using five repetitions. The percentage of radial growth (ICR%) was
analyzed and the growth rate of Trichoderma spp. measuring the growth area with the Image J
program. The ICR results (%) were subjected to analysis of variance (ANOVA) or Kruskal Wallis
(p < 0.05), depending on the homogeneity of the variances obtained. The results indicated that
the greater biocontrolling capacity of Trichoderma spp. it was achieved when the pathogen is with
zero days of growth, highlighting the new strains of Trichoderma spp. under study showing high
ICR (%) and with a behavior similar to the antagonistic capacity of the commercial formulations
Tiffi® and Mamull®. As the pathogen increased its growth for 20 days, the ICR (%) did not show
significant differences, demonstrating a homogeneous antagonistic growth, which was maintained
in 8 isolates of N. vagabunda. It was differentiated by its slow growth and antagonistic capacity
with (16 and 23%) Trichoderma spp. Nancagua. Therefore, if only Trichoderma spp. commercial
behavior is expected since its effectiveness and high control spectrum is reflected in the Tiffi
treatment 30 days after the pathogen has grown. In addition to the previous results, an assertive
result was obtained according to the correlation coefficient between the two ways of measuring
the control capacity, that is, there is a relationship between the variable Area (mm2) and ICE (%)
of the treatments. It can be concluded that effective control is achieved when there is optimization
in the application of the control agent formula, for this it is necessary to know: biology of the
pathogen, epidemiology of the disease, ecology of the biocontroller, the interaction between

microorganisms, knowing the host plant, microbiome of the philosopher and environmental



factors. With all this prior knowledge, a system adapted to mass production can be generated,
achieving efficiency and effectiveness in the management of biological control.

Key words: Biological control, Trichoderma spp., Mechanisms of action, competition and ICR (%)
(Percentage of inhibition of radial growth), phytopathogen and N. vagabunda.
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1. INTRODUCCION

El consumo de manzanas frescas en Chile se estima entre los 7-9 kg / per céapita / afio,
cifra muy inferior a lo que se consume en Europa, con alrededor de 20 kg/per cépita / afio (Palomo
et al.,2010). La manzana es infaltable en la dieta de las personas, siendo preferida por sus
propiedades nutricionales. Como alto consumo de fruta fresca con piel se ve impulsado por el
efecto benéfico en la salud humana, el desafio esta en bajar la carga de agroquimicos como
residuo sobre la piel, aumentando asi el valor agregado de la manzana, consiguiente a contribuir
y convertir a Chile en potencia agroalimentaria.

La industria de la manzana chilena se ha posicionado internacionalmente, logrando
estabilidad en la actividad econémica en diversos mercados de destino (Red Agricola, 2017).
Durante la temporada 2021, los mercados de destinos con mayor tonelaje de manzana fresca
fueron Colombia, Ecuador, Bolivia y Pera (ODEPA, 2021). Asi, Chile se destaca por ser el
principal exportador del hemisferio sur, despachando ademas fruta fresca en contra estacion,
hecho que constituye una importancia estratégica para la industria de la manzana. También ha
logrado abastecer y proporcionar con fruta a nivel mundial, posicionandose como segundo mayor
exportador, con envios principalmente a Estados Unidos, Colombia y Arabia Saudita (ODEPA,
2020). La oportunidad que tiene Chile de poseer una extensa cantidad de superficie destinada a

esta industria permite alcanzar y mantener los niveles de produccién de fruta fresca de manzana.

Segun CIREN (2020), la superficie nacional de manzanas es de 32.313,7 hectareas entre
variedades rojas y verdes, concentrandose principalmente en las Regiones del Maule y O’Higgins,
con 19.637 y 7.734,4 hectareas respectivamente. Dentro del grupo de manzanas rojas que mas
se cultivan en Chile se encuentran variedades como Fuji y Pink Lady que son variedades de

cosecha tardia (Hernandez et al., 2010).

Dentro de la produccién de fruta, hay problemas de desérdenes fisioldgicos y
enfermedades que disminuyen el rendimiento y calidad de los productos durante cosecha y
postcosecha (Latorre, 2004). Una de las enfermedades que afecta a la industria de manzanas
chilena es “Ojo de Buey”, causada por el hongo Neofabraea vagabunda (= N. alba) (Henriquez,
2005; Soto-Alvear et al.,, 2013). El “Ojo de Buey” es una enfermedad que se expresa en
postcosecha y de no ser controlada genera importantes pérdidas econémicas en manzanas
(Lolas y Diaz, 2016; Soto-Alvear et al., 2013). La enfermedad permanece latente desde la
infecciébn en precosecha sin manifestar sintomas detectables. La accién del patdogeno N.

vagabunda se puede presentar en todo el proceso de produccion observando los primeros
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sintomas después de dos a tres meses de almacenaje (Soto-Alvear et al., 2013). Los sintomas
corresponden a lesiones con halos de crecimiento concéntrico con intervalos de tejidos de color

pardo oscuros y pardo claro, causando una pudricién blanda de la pulpa.

Epidemiolégicamente, segun Lolas (2005) un factor relevante para iniciar la enfermedad
“Ojo de Buey” son las precipitaciones (agua libre), especialmente las que ocurren durante los
meses de marzo-abril, periodo cercano a la cosecha de cultivares tardios en Chile. En esta época
cercana a la cosecha, las condiciones de lluvias y temperaturas adecuadas (20-25°C) crean el
ambiente propicio para el hongo; liberando conidias que infectan los frutos en etapa de madurez
a nivel de las lenticelas; transcurrido de 3 a 4 meses en almacenaje refrigerado a 0°C (Spott,1990)

la lenticela infectada desarrolla pudricion (Lolas, 2005; Soto-Alvear et al., 2012).

El control de esta enfermedad apunta a medidas durante la pre y postcosecha, de manera
gue disminuya la incidencia de pudriciones. La eliminacién de fuentes de indculo sumado a la
aplicacion de fungicidas en pre y postcosecha han resultado ser eficaces (Soto-Alvear et al.,
2012). Sin embargo, debido a la preferencia de los consumidores por nuevas tendencias de
seguridad alimentaria y del medio ambiente, se han desarrollado nuevas alternativas de control,
entre los cuales se ha utilizado el control biol6gico a través de Trichoderma spp., permitiendo
evitar los niveles de residuos quimicos en el fruto (Torres et al., 2002). No se han evaluado estas

alternativas en nuestras condiciones para el control preventivo de “Ojo de Buey”.

Las nuevas alternativas que busquen reducir las importantes pérdidas de produccion y
econdémicas seran posicionadas como un gran avance dentro de la agricultura. Manejar esta
problematica a nivel predial es un desafio ya que es una enfermedad silenciosa, que con un
adecuado control se reduciria la incidencia de la enfermedad en almacenamiento, logrando que

el producto mantenga su calidad.

A continuacién, se plantea la hipétesis y objetivo del presente trabajo.

1.1 Hipotesis del estudio

Las distintas especies del hongo biocontrolador Trichoderma presente en formulaciones
comerciales autorizadas por el SAG para el control de distintas enfermedades en cultivos, en
conjunto con nuevas especies aisladas desde tejido vegetal serian eficaces en inhibir el

crecimiento in vitro de aislados de N. vagabunda.

13



1.2 Objetivo general

Determinar la capacidad antagénica in vitro de nuevos aislados nativos y aislados

comerciales de Trichoderma spp. sobre aislados de diferente procedencia de N. vagabunda.
1.3 Objetivos especificos

Evaluar y comparar la capacidad antagénica de los hongos Trichoderma spp.,
componentes de las formulaciones comerciales de Mamull (Bionecria ochroleuca cepa Mitique;
Trichoderma gamsii cepa Volqui; Hypocrea virens cepa Nire) y Tiffi (Trichoderma atroviride cepa

MUCL45632*), y también de aislados nativos de Trichoderma spp. sobre el hongo N. vagabunda.

Evaluar y comparar la respuesta de 10 aislados de N. vagabunda a la accién de la
formulacion comercial Mamull (Bionecria ochroleuca cepa Mitique; Trichoderma gamsii cepa
Volqui; Hypocrea virens cepa Nire) y Tiffi (Trichoderma atroviride cepa MUCL45632*) y de nuevos

aislados nativos de Trichoderma spp.

Evaluar la fuerza y sentido que hay entre las dos variables de estudio (ICR (%) y

Area(mm?) empleando el coeficiente de correlacion de Pearson.
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2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia del manzano

El manzano (Malus domestica) es el arbol mas cultivado a nivel mundial. Procede de Asia
Media, desde donde fue propagado a todos los continentes. Este arbol posee la capacidad de
adaptarse a diversos climas, proporcionandole caracteristicas organolépticas especiales al fruto,

por lo que se encuentra ampliamente difundido en el mundo (CIREN, 2017).

La manzana tiene un valor alimenticio importante, siendo reconocida y ampliamente
demandada por el mercado. Su composicion la convierte en una de las frutas mas completas
desde el punto de vista de la nutricién. Contiene una elevada cantidad de pectinas, fibras y 4cido
malico, que proporcionan beneficios en el organismo humano, mejorando el funcionamiento
intestinal y otras enfermedades. Ademas, como posee una alta cantidad de flavonoides, se puede
decir que es una fruta antioxidante (Uriarte, 2019). Debido a lo anterior, la manzana sigue
teniendo mayor aceptacién y consumo en las culturas de todo el mundo. En la actualidad, los
mercados disponen de fruta fresca de manzana durante cualquier época del afio, estrategia que
logra mantener la preferencia del consumidor durante todo el afio (Martin, 2005).

La idea es alcanzar un alto grado de satisfaccion del consumidor como también una
produccion eficiente. Es por esto, que la creacion de variedades adaptadas a condiciones de
stress es cada vez mas necesaria. La resistencia a diferentes condiciones ambientales

determinara las caracteristicas organolépticas diferenciadoras unas de otras (Diaz, 2015).

El recambio varietal es una opcidn que se esta implementado en varios huertos, para
solucionar la baja produccion debido al cambio climatico, el incremento en los niveles de COz y
el efecto invernadero. Otras causas que promueven a optar por el recambio varietal son el déficit
hidrico, altos niveles de salinidad, ajuste de horas frio acumuladas para el cultivo, entre otros.
Esto a impulsando a los fruticultores a escoger variedades de mayor productividad, de facil

manejo, mejor postcosecha, calidad, aporte nutritivo y mayores calibres (Quiroz, 2017).
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Figura 2.1. Exportaciones de fruta fresca de Chile al 2021 (ton) (Fuente: ODEPA, 2021).

2.2 Produccién nacional

Segun ODEPA (2021), Chile export6 10.394 toneladas de fruta fresca de manzana en la
temporada 2021. En comparacién con el afio anterior, se presentdé una disminucién en la
exportacion anual debido a una sobre oferta global y la dificultad de generar un negocio atractivo
por parte del producto, afectdndose por la caida de precios a nivel mundial en las variedades

comodity.

En la actualidad, la zona central presenta la mayor superficie de plantaciéon de manzanos
rojos y verdes a nivel nacional. La region de O’Higgins posee 7.734,4 ha y Maule 19.637 ha. Sin
embargo, esta zona ha aumentado considerablemente sus temperaturas y, con ello, la radiacién
solar, afectando al cultivo en su desarrollo y, al mismo tiempo, desencadenando desérdenes
fisioldgicos en la fruta. Los fruticultores, para enfrentar la problemética del cambio climatico, han
determinado con visién futurista nuevas oportunidades de produccion al sur de Chile,
considerando que en esta zona dispondran de los recursos (agua, temperatura, radiacion)
demandados por la planta (CIREN, 2020).

Otro aspecto importante es la constatacion de los efectos del cambio climatico, que trae
graves problemas de suministro de recursos hidricos. El agua es decisiva para la agricultura y
para la vida, por lo que Chile desafia a generar conciencia de innovacion agraria, con el propésito

de implementar estrategias que aseguren la disponibilidad de recursos. En ciertas zonas mas
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vulnerables existen amplias opciones de produccién donde los proyectos de riego garantizan un

Optimo aprovechamiento del agua (FIA, 2015).

La superficie de la region del Maule se ha adaptado a las nuevas tecnologias usando
métodos eficientes de riego, dentro de estos se encuentra goteo y aspersion con 5.454,2 ha y
8.096,9 ha. Sin embargo, aun falta mejorar la eficiencia de huertos de manzanos que son regados
por surco y tendido con 5.048,9 ha y 1.021,7 ha respectivamente (ODEPA, 2021).

2.3 Morfologia y Fenologia

El manzano es un arbol caducifolio, de copa globosa que puede alcanzar una altura de
10 m de forma silvestre. Esta altura desfavorece a la hora de realizar las labores como poda,
cosecha vy fertilizacion. Al determinar un sistema de conduccion, se limita el crecimiento, por lo
gue el arbol alcanza una altura de 2,5 metros, facilitando las labores en campo. El tronco es recto,
de corteza grisacea y escamoso. En cambio, las ramas son de color ceniza con matices verdosos
y con lenticelas que permiten el intercambio gaseoso con la atmésfera. Las flores son
hermafroditas, de color rosado palido y a veces blancas; en nimero de 3-6 unidades en corimbo
(Merlet et al., 2016). Las flores son sensibles a las heladas tardias de primavera. La polinizacién
es cruzada, por lo que las condiciones climaticas deben ser favorables para la actividad de los

polinizadores, ya que si hay vientos frios y con bajas temperaturas éstos no salen.

La duracion del receso invernal del manzano varia segun la zona, pero requiere de 800
a 1700 horas de frio (temperaturas menores a 7°C) para completar el periodo de dormancia. El
proceso biolégico inicial de brotacion hasta inicios de floracion requiere un nimero determinado
de UT (unidades térmicas) segin la variedad, de manera que las bajas temperaturas retardan el
suceso de plena flor (Ramirez et al., 2008). Por ejemplo, si ocurriesen heladas y éstas alcanzan
-10°C la pérdida de yemas florales es altisima (FAO, 2010). Cuando la temperatura comienza a
aumentar es decisiva para llegar al estadio de cuaja, tanto asi que determina la velocidad de
crecimiento de los tubos polinicos, logrando asi que ocurra la polinizacién y fecundacion de los
Ovulos. En este periodo se pueden presentar heladas de -2°C que afectan las células debilitando
su crecimiento. Luego el manzano debe alcanzar una suma térmica de 900 y 1200 GDA entre el
periodo de yemas hinchadas y la cosecha, siendo la oscilacion de temperatura Optima de

crecimiento entre 18°C-24°C, con limite de crecimiento maximo de 35°C (Uriarte, 2019).
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2.4 Variedades Club

La innovacién varietal ha mejorado las caracteristicas, potencialidades y atributos de las
variedades de manzana con el objetivo de obtener un espacio productivo y comercial en el
mercado. Algunas de las nuevas variedades son libres para ser plantadas, pero también hay
variedades patentadas, que deben pertenecer a un selecto club (Galdames y Mesa, 2013). La
modalidad del club beneficia a todos los actores implicados y optimiza la cadena de valor desde

el obtentor, viverista, productor, empresa comercializadora y el consumidor (Iglesias, 2016).

Existe una tendencia positiva de productores y empresas que se han arriesgado y han
optado por cultivar nuevas variedades cuyos genes han sido mejorados, proyectando un cambio
anivel de la planta y fruto con una alta tolerancia a condiciones climaticas, tolerancia o resistencia
a enfermedades y plagas, floracién tardia, pardmetros de calidad superiores, distribucion de
calibre y coloracion. Debido a estos cambios el productor reduce considerablemente los costos
de produccion, requiere un menor uso de mano de obra, utiliza menos insumos agricolas. Se trata

entonces de una produccién mas segura (Bertolazzi, 2019).

2.4.1 Cripp’s Pink

La variedad Cripp’s Pink es de origen australiano, proviene del cruzamiento entre Lady
Williams y Golden Delicious. Fue seleccionada del programa Horticultural Research Station of
Stoneville de Australia Occidental, en 1979 (Cripp’s et al., 1993). Es un cultivar de cosecha tardia,
madurando a fines de abril (Reginato et al., 2002a). Alcanza altos estandares de calidad, por lo
que es comercializada bajo la marca registrada Pink Lady. Para que llegue al consumidor en
excelentes condiciones de calidad, la manipulacion debe ser impecable y cuidadosa en pre y

postcosecha, ya que es considerada una fruta delicada (Cabrera, 2006).

Las exigencias del mercado son el color de fondo, intensidad de color y tamafio de la
fruta. Cripp’s Pink posee un caracteristico color rosado brillante sobre fondo verde que cambia a
amarillo cuando alcanza su madurez comercial. El tamafio es de 70-75 mm, el sabor es entre
dulce-acido y se percibe como una manzana crocante y crujiente con pulpa de color blanca,

densa, firme y jugosa (Fresno et al., 2014).
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2.4.2 Almacenaje

El cultivar Cripp’s Pink se conserva bien en almacenaje prolongado, presentando una
baja susceptibilidad a escaldado. Sin embargo, las variedades tardias tienen un potencial mayor
de incidencia de pardeamiento interno, desorden fisiol6gico ocasionado por un mal manejo de la
temperatura (dafio por frio) y por el estado fisiolégico de los frutos al momento de la recoleccion
(FDF, 2015).

Se recomienda frio convencional (FC) como temperatura 6ptima de 1°C, logrando
satisfactoriamente almacenar por més de 4 meses. Por otro lado, la atmosfera controlada (AM)
extiende la conservacion de 8 a 9 meses y se recomienda niveles de gases de 1% Oz y 3% COz,
lo que evitaria la incidencia de pardeamiento interno y al mismo tiempo mantendria una buena
calidad post guarda. Otra recomendacion es enfriar la fruta en forma progresiva en FC,
manteniéndola a 2 °C los primeros 30 dias, luego 1 °C por los préximos 30 y 0 °C hasta el final

del almacenaje (Moggia y Pereira, 2003).

Con respecto al estado fisiolégico, es importante cosechar idealmente con indice de
degradacion de almidén en torno a 3,5 permitiendo aumentar el periodo de guarda y la vez
mantener la calidad organoléptica (Moggia y Pereira, 2003).

Durante el almacenaje es posible observar problemas de desorden fisiolégico, dafio por
frio (0°C) y también enfermedades fungosas que proliferan a bajas temperaturas (Latorre, 2018).

2.5 Enfermedades en postcosecha

Es fundamental para el productor mantener las caracteristicas organolépticas, calidad e
inocuidad de la fruta. Es por esto, que las condiciones de almacenaje deben ser las éptimas. Sin
embargo, muchas infecciones fungosas se inician en el huerto y al emplear guarda prolongada
es muy probable que se presenten sintomas y signos de la enfermedad que son observables

luego de varios meses, los cuales alteran y contaminan frutas sanas.

Dentro de los agentes fitopatdgenos responsables de ocasionar importantes pérdidas
economicas en postcosecha son: Botrytis cinerea causante de la enfermedad Moho gris;
Alternaria alternata responsable de Corazén Mohoso; Penicillium expansum causa Moho azul y
Neofabraea vagabunda (=N. alba) desarrolla la Pudricion “Ojo de Buey” (Acufia, 2010; Alvarez et
al.,2004; Henriquez, 2005; Latorre, 2004; Soto-Alvear et al., 2013).
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2.5.1 Enfermedad “Ojo de Buey”

A nivel mundial se han detectado tres especies de Neofabraea spp. causando cancros,
muerte regresiva y pudricion “Ojo de Buey”; en Chile fue detectado durante la temporada 2003/04
y se identificé morfolégicamente como el hongo fitopatdgeno N. alba (Henriquez, 2004). El
patégeno es causal de la enfermedad “Ojo de Buey”, afectando a todas las pomaceas, siendo las
variedades de manzana de cosecha tardia, Fuji y Pink Lady, las mas afectadas por la alta
susceptibilidad a la infeccién en huerto, ya que se pueden exponer a periodos lluviosos antes de
cosecha (Lolas, 2005; Spotts, 2009; Braun y Pelletier, 2003; Soto-Alvear et al., 2012).

A continuacion, se presenta un esquema tedrico (Figura 2.2) que explica cédmo se
producen las enfermedades, especificamente “Ojo de Buey”. Se considera las condiciones

predisponentes, de igual relevancia las cuales son interdependientes entre si.

\_ Medio
Ambiente

Huésped: :
Patogeno:

Yema, flores, Enfermedad

y frutos. “Ojo de buey” Neofabraea

vagabunda

Figura 2.2 Triangulo de la enfermedad “Ojo de Buey”.

Cada uno de los tres factores a la vez, poseen caracteristicas que modificarian la
enfermedad. Por ejemplo, para que se desarrolle y se manifieste la enfermedad, debe existir la
combinacién de inéculo de N. vagabunda, un hospedero susceptible como las manzanas de
cosecha tardia (Cripp’s Pink) y las condiciones predisponentes de temperatura, humedad relativa

del aire y agua libre.
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Considerando las condiciones ambientales predisponentes de agua libre y temperatura
entre 20°C-25°C previo a cosecha, las conidias son diseminadas por gotas de lluvia y/o viento
hacia los frutos. Las conidias ingresan a través de la lenticela abierta o por herida en la zona
calicinal, infectando en cualquier estado de desarrollo del fruto que va entre caida de pétalos y
cosecha. En las zonas susceptibles de la manzana, se inician las llamadas infecciones latentes,
manifestandose a los 3 0 4 meses de almacenamiento refrigerado a 0°C, donde crece lentamente
(Soto-Alvear et al., 2013; Lolas, 2005; Fernandez, 2013; Spott et al., 2009).

Las lenticelas representan una estructura definida y sobresaliente en la epidermis, debido
a que poseen células de mayor tamafio dispuestas relativamente separadas y en gran cantidad,
ademas estas pueden o no estar suberizadas (Fahn, 1974; Yuri, 1995). Estudios afirman que el
nuamero de lenticelas abiertas depende del factor época de cosecha, es decir, mientras mas tarde
es la cosecha el niumero de lenticelas abiertas aumenta (Acevedo, 2004). Por ende, las
variedades de cosecha tardia como Cripp’s Pink, son afectadas por el factor época quedando
expuesta a la infeccion, ocasionando lesiones en tejidos subcuticulares estando en guarda. En
consecuencia, lesiones agravadas a pudriciones lenticelares, dificiles de detener con un

biocontrolador.

Figura 2.3 Tamafo lenticelar de manzanas Cripp’s Pink en Huerto (Lolas, 2018).

N. vagabunda en su fase asexual, crea en la superficie de frutos infectados acérvulos
blanguecinos de tamafio 1 £ 0,5 mm de diametro, los cuales desarrollan y liberan macroconidias
curvas, unicelulares, hialinas, fusiformes, con extremos redondeados, de 18,3 + 1,6 um de largo
y ancho 2,5 0,5 um promedio (Verkley, 1999). La obtencién de colonias en medios de cultivo
APD se caracteriza con micelio septado, hialino y compacto. Lo cual forman colonias circulares,

planas, inicialmente de color blanco y luego pardo rosada (Soto-Alvear et al., 2012).
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Figura 2.4 Ciclo reproductivo del hongo Ascomycetes (Fuente: Micologia Médica Basica Segunda
edicién, 2000. Alexandro Bonifaz).

Con respecto a los dafios ocasionados por “Ojo de Buey”, éste desencadena sintomas
en la superficie de la fruta. Se exhiben lesiones con halos de crecimiento concéntrico con
intervalos de tejidos de color pardo oscuros y pardo claro, causando una pudricion blanda de la
pulpa (Sutton et al., 2014). Ademas, sobre las lesiones avanzadas desarrollan acérvulos, estos
son, fructificaciones blanquecinas ubicadas concéntricamente en la zona central de la lesion.
Encontrandose dentro de los acérvulos grupos de conidios que se unen directamente al micelio
subyacente, logrando romper la epidermis; a la espera de humedad o agua libre del ambiente
para luego ser liberados, consiguiendo ain mas la dispersion de la infeccion (Spotts, 1990; Grove,
1990; Vifas et al., 2013; Lolas, 2005).
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Figura 2.5 Expresién de sintomas en postcosecha después de 3 a 4 meses en almacenaje (Lolas,
2018).

Figura 2.6 Lesion esporulada con formacion de acérvulos luego de ser almacenada (Lolas, 2018).

Se han realizados estudios con inoculacién artificial, donde el micelio del patégeno es
insertado en la fruta y queda en observacién. La fruta almacenada desencadena una pudricién, y
a ésta miden el diametro de crecimiento (mm). Como se expresa en el grafico (Figura 2.7) la curva
de crecimiento de la pudricién tiende a ser creciente a través del tiempo. Es por esto, que mientras

mayor tiempo esté la fruta en almacenamiento acarreard elevadas pérdidas de fruta y dinero.
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Figura 2.7 Evolucion del diametro de la pudricion “Ojo de Buey” en manzanas Cripp’s Pink (Lolas,
2018).

Para las empresas fruticolas las pudriciones son de importancia econémica. Se
recomienda un manejo integrado donde los productores implementen estrategias de control
preventivo, opten por agroquimicos eficaces y que empleen medidas culturales de control,
garantizando limpieza en el huerto, disminuyendo asi la susceptibilidad de la enfermedad.

En cuanto a la aplicacién de fungicidas sintéticos en precosecha, los productos a base
de cobre como hidréxido de cobre y el fosfito de potasio son efectivos en controlar de forma
eficiente la enfermedad. Se ha demostrado la reduccion de la infeccién lenticelar ya que la
aplicacion preventiva permite proteger el &rbol en si, y a la vez reducir el in6culo del huerto, con
la finalidad de disminuir la expresién del patégeno en cadmaras de conservacion (Pinilla et al.,
2005). No obstante, esta alternativa de control deja residuos quimicos en la cadena alimentaria
como también problemas ambientales que preocupan tanto al consumidor como al productor
(Feliziani et al., 2013).

Segun como se desencadene la enfermedad es conveniente seguir la logistica de control
empleando fungicidas sintéticos en post cosecha, ademas de recurrir a los productos que posea
en la composicién Fludioxinilo como ingrediente activo, el cual es utilizado para el control de
patdgenos Ascomycetos, Basidiomycetos y Deuteromycetos (Abella, 2011). Sin embargo, a pesar
de prevenir con fungicidas la incidencia en almacenaje, ésta es de un 35 %, o sea sigue siendo

alta (Lolas et al., 2016). Es por esto, que aplicaciones preventivas de fungicidas en pre y
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postcosecha es una estrategia clave, no obstante, es muy importante estudiar con detalle los
factores involucrados que desencadenan la infeccion latente en campo, hasta la activacién del
patdgeno en almacenaje. Esto con el objetivo de no abusar del empleo de fungicidas, evitando
asi que se favorezca el desarrollo de patégenos resistentes a fungicidas, ya que, si el organismo
a controlar recibe constantemente la misma sustancia quimica para un efecto en especifico,
aumentaria la probabilidad a que no ocurriera ningan cambio genético en la poblacién (Tjamos et
al., 1992).

Referente a la alta incidencia en almacenaje se han implementado varios métodos de
aplicacion, los mas usados son, el sistema de ducha o drenching, inmersion y termonebulizacion
(Xeda international, 2003). La termonebulizacion es un método de aplicacion de producto durante
la postcosecha de la fruta en almacenaje. Este procedimiento transforma el liquido en particulas
muy pequefias conformando una nube dentro de la camara. Dependiendo del producto, la
solucion debe ser calentada a 170° 0 més e inyectada al paso del aire del equipo; de esta manera
las particulas seran depositadas en la superficie de la fruta. Pero se exhibe un inconveniente en
la camara de almacenamiento, la aplicacion es desuniforme por la disposicién que poseen las

cajas, evitando que sea efectivo y eficiente (Soto-Alvear, 2013).

Figura 2.8 Evolucion desde sintoma (lesion) a signo (esporulacién) (Lolas, 2019).

2.6 Control Biologico.

Es una estrategia Util para combatir microorganismos, entendida como “La reduccién de
la densidad o de las actividades productoras de enfermedades de un patdégeno o parasito, en su
estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de manipulacién del ambiente,
del hospedero o de antagonistas del patégeno o plaga que se requiera controlar” (Chincholkar y
Mukerji, 2007). Es una alternativa de manejo que ha tomado importancia en los ultimos afios,

ciertamente por la seleccion de organismos procedentes del suelo, por poseer propiedades
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antagonicas sobre fitopatdgenos y simultaneamente porque aportan a la nutricion y resistencia
de las plantas (Fravel, 2005).

El control biolégico mediante el uso de controladores naturales beneficia al ecosistema
anulado y disminuyendo la incidencia de plagas y enfermedades. Impactando positivamente a la
reduccion del uso indiscriminado de sustancias quimicas (Nico et al., 2005; Cundom et al., 2002).
Por lo general no tiene efectos colaterales, y se alcanzan los mismos rendimientos que con las
sustancias quimicas a un menor costo. Es una estrategia clave que garantiza la sustentabilidad

de los sistemas productivos y rentabilidad (Pérez, 2018).

Vale decir que los agentes de control empleados son generalmente saprofitos, en virtud
de su facilidad de adaptacién al medio, a su alta capacidad de competencia por nutrientes en
hostilidad, por su volubilidad y facil manejo (Herman, 2000; Howell, 2006). Entre estos destaca el
género Trichoderma spp., al que se les atribuye un diverso potencial metabdlico y su agresiva

competencia natural (Samuels, 2006).

2.6.1 Trichoderma spp.

El género Trichoderma comprende un gran nimero de cepas de hongos que actian como
agentes de control bioldgico. Este género fue identificado en 1871, describiéndolo como un hongo
anaerobio facultativo. Las cepas distribuidas a nivel mundial son alrededor de 30 especies que
se encuentran distribuidas en zonas y habitat diferentes. Se encuentran de manera natural en
suelos sin intervencion, en suelos de uso agricola, en la materia organica y en descomposicion
(FIA, 2008).

Es un agente biocontrolador, de rapido crecimiento, productor de una alta cantidad de
enzimas degradativas inducidas por la presencia de hongos fitopatdgenos. Esto se debe a que
se alimenta de la extraccion de nutrientes y otros materiales organicos. Se comporta como
saprofito en la rizosfera, y la competencia por el sustrato y espacio lo hace ser un gran
antagonista. Entonces, el mecanismo de accién del biocontrolador es envolver al hongo
fitopatdgeno, penetrar en sus células, causar dafios en la pared celular, degradar e inhibir la
germinacion de esporas (FIA, 2008).

Trichoderma spp. desarrolla tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios;
son eficaces contra fitopatégenos en diferentes fases del ciclo, desde esporulaciéon hasta
germinacioén. La estructura como tal es compleja y ramificada esta compuesta por conidiéforos

que dan origen a fialides fusiformes del cual se desprenden esporas circulares hialinas. El
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crecimiento de estas estructuras produce colonias muy caracteristicas, de micelio blanco
algodonoso, que posteriormente pasa a ser de color verde oscuro o verde limén (Fernandez-
Larrea, 2001).

Finalmente Trichoderma spp. como organismo vivo depende de las condiciones
ambientales fisicoquimicas de donde se encuentre. Al estar sometido a condiciones diferentes, la
actividad de crecimiento y mecanismo de accién serd diversa, ocasionando una resistencia
genética al ambiente de origen, logrando que la colonizacién sea exitosa en su habitat inicial
(Howell, 2003). Ademas, como presenta tolerancia a condiciones ambientales extremas, puede

sobrevivir en presencia de pesticidas y otros quimicos (FIA, 2008).

2.6.2 Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Trichoderma dispone de propiedades antagonicas que se basan en la activacion de
multiples mecanismos que pueden actuar de manera coordinada en el proceso, pero depende
del antagonista (cepa de Trichoderma), de la planta, del ambiente, disponibilidad de nutrientes,
pH, temperatura y la concentracion de hierro para asegurar la capacidad antagonica de la cepa.
Asi pues, el mecanismo de accidn indirecto del antagonista se basa en la competencia por
nutrientes y espacios, modificacion de las condiciones ambientales, procura el crecimiento y
defensa de la planta y por dltimo la antibiosis. Simultdneamente posee mecanismo de accion
directo como el micoparasitismo que implica contacto fisico y sintesis de enzimas hidroliticas,
compuestos téxicos y / o antibiéticos que actlan sinérgicamente con las enzimas (Benitez et al.,
2004). Es por estas razones que el Trichoderma como biocontrolador es impredecible, por lo que
es necesario contar con estudios previos para determinar eficiencia y especificidad frente a un
fitopatogeno (Howell, 2003).

Hay que tener en cuenta que los mecanismos de accion se activan debido a la produccién
de compuestos y metabolitos especificos que impiden la germinacidon de esporas (fungistasis),
dan muerte celular (antibiosis) o modifican la rizosfera (acidificacién del suelo) creando un lugar

inhdspito para el patdgeno (Romero-Cortes et al., 2016).
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2.6.2.1 Competencia

La competencia es un mecanismo clasico de control del Trichoderma spp. (Harman,
2000). La capacidad biocontroladora desencadena un efecto fungistatico del suelo debido a la
presencia de otros organismos. También posee la capacidad de competir por espacio y
nutrientes, incluso cuando esta sometido a condiciones extremas, éste sobrevive (Benitez et al.,
2004). La velocidad de crecimiento del Trichoderma spp. es alta, ya que es resistente a sustancias
téxicas y plaguicidas. Esta resistencia se asocia a la presencia de transportadores de membranas
dependientes de energia (ATP) (ABC, ATP-Binding Cassette) (Benitez et al., 2004). Estos
transportadores son bombas exportadoras que protegen de compuestos téxicos al Trichoderma
spp. (Alvarez y Pulido, 2008). La facilidad de obtencién ATP en Trichoderma spp. se debe a la
gran capacidad de movilizar y tomar nutrientes del suelo. Utiliza eficientemente los nutrientes
disponibles, siendo obtenidos a partir de metabolitos de diferentes azlcares (derivados de

polimeros): celulosa, glucano, quitina, etc. (Benitez et al., 2004).

El proceso de competencia es crucial para generar alta eficiencia del sistema de
metabolitos de glucosa. Es por esto que algunas cepas dependen de un transportador de glucosa
de alta afinidad (GTT1), ya que la expresion ineficiente de GTT1 se debe a los bajos nutrientes
presentes en el ambiente y a la baja concentracion de glucosa (Delgado-Jarana et al., 2003). Es
decir, la resistencia que puede llegar adquirir del ambiente, de la absorciéon de nutrientes del
suelo, es crucial al momento de competir contra al fitopatdgeno, ya que el sistema metabdlico se

encuentra reforzado.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Seleccion de los aislados

Se utilizé6 como antagonistas, aislados de distintas especies de Trichoderma presentes
en formulaciones comerciales autorizadas por el SAG: Mamull (Bionecria ochroleuca cepa
Mitique; Trichoderma gamsii cepa Volqui; Hypocrea virens cepa Nire) y Tiffi (Trichoderma
atroviride cepa MUCL45632*). Ademas, se usaron aislados nativos de Trichoderma spp.: la cepa
Sherwood de T. virens (patentada U Talca); Nancagua Qr2 P.B., La Merced QR7 P.B 7.1,
Lourdes QR4 P.D y Molina 500. Estos fueron obtenidos en el Laboratorio de Patologia Frutal,

caracterizados molecularmente.

Referente de comparacion

Nuevas cepas Comerciales
: Trichoderma. spp.
Trichoderma spp. Mamaull y Tiffi
Nativos

Mamull: Bionecria ochroleuca cepa Mitigue
Trichoderma gamsii cepa Volqui
Hypocrea virens cepa Hire

Tiffi: Trichoderma atroviride cepa MUCL45632*

Figura 3.1 Trichoderma spp. Nativos y Comerciales en Evaluacion.

3.2 Seleccidn del patégeno

Se emplearon 10 aislados chilenos de Neofabraea vagabunda, obtenidos desde frutos de
manzano con calidad comercial, en almacenamiento en frio convencional (0°C, > 90%HR) de
diferentes localidades. Ambos, patdgeno y antagonistas fueron mantenidos por separado en
placas Petri con APD a temperatura ambiente (+22°C).

3.3 Control biolégico in vitro (cultivos duales)
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Las pruebas de enfrentamiento se realizaron empleando la técnica de cultivo dual en
placas Petri de 96 mm de diametro, conteniendo 20 ml de Agar Papa Dextrosa (APD) acidulado
con Acido Léctico estéril a pH 5,5. Se dispuso en un extremo de la placa Petri un disco de agar
de 4 mm de diametro con micelio activo del patégeno (N. vagabunda) a 5 cm aproximadamente
con el respectivo antagonista. Debido al lento crecimiento de N. vagabunda, se utilizaron
siembras seriadas, separadas por 10 dias cada una, de manera de permitir su crecimiento y su
establecimiento para luego confrontarlos con su respectivo antagonista. Se utilizaron como
controles, placas con APDa similares, donde se sembré tanto el patbgeno como el antagonista
en forma individual. Posteriormente, las placas duales y los controles fueron incubados a 22 +1
°C, 12 hrs continuas de luz, seguido de 12 hrs de oscuridad. La unidad experimental fue una placa

Petri, con 5 repeticiones por aislado (10) x antagonista (7) x crecimiento de N. vagabunda (5)

R1

R2

S R3
Trichoderma spp. R4
Mamull -

Figura 3.2 Diagrama de enfrentamiento del Trichoderma spp. Mamull con el aislado 34 de N.
vagabunda y sus 5 repeticiones.

3.4 Evaluaciones

El antagonismo de Trichoderma se evalué estudiando las variables:
e Radio de Crecimiento Antagonista (RCA)
e Radio de Crecimiento del Patégeno (RCP) y

e Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR)
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A. El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (ICR %), se obtuvo con la féormula de
Eizzyyani et al. (2004), ICR = (R1 — R2) / R1 x 100, donde R1 es el radio del patégeno

testigo y R2 es el radio del patégeno en enfrentamiento.

Enfrentamiento Testigo patégeno Antagonista
Grado Capacidad antagonica Potencial
biocontrolador
0 Ninguna invasion de la superficie de la cepa patégena Muy malo
1 Y Invasion de la superficie de la cepa patégena Malo
2 Y invasion de la superficie de la cea patégena Deficiente
3 Total invasion de la superficie de la cepa patdégena Bueno
4 Total invasion de la superficie de la cepa patégena esporulacion sobre ella Muy bueno

Cuadro 3.1 Escala utilizada por Ezziyyani et al., (2004a) para la evaluacion de la capacidad
antagonica de los biocontroladores.

B. La competencia por nutrientes y espacio se evalué con el area de cubrimiento del
Trichoderma spp. frente a cada aislado de N. vagabunda, usando el programa Imagen J.

debido a que el crecimiento del Trichoderma spp. es heterogéneo y no radial.

Enfrentamiento
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3.5 Analisis Estadistico

Se empled un disefio experimental completamente al azar. El nUmero de repeticiones por
tratamiento en todas las pruebas fue de 5y la unidad experimental fue la placa Petri. Todos los
estudios se llevaron a cabo utilizando analisis de varianzas (ANOVA) simples. Se verificaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianza entre tratamiento. Aquellos resultados
de la prueba de Levene que arrojaron valores P>0,05 indicaron homocedasticidad de varianza,
se realiz6 directamente la comparacion de medias con la prueba HSD Tukey (P<0,05). Los datos
gue no consiguieron una distribucidon normal se analizaron estadisticamente mediante la prueba
de Kruskall Wallis para datos no paramétricos y a su vez sus medianas se compararon mediante
la prueba de HSD Tukey (P<0,05) expresando diferencias significativas entre los tratamientos
con nivel de confianza del 95% (P<0,05). Si en esta prueba las medias de la misma columna
comienzan con la misma letra “a”, se determina que entre los tratamientos no existen diferencias

significativas.

En las pruebas de enfrentamiento de N. vagabunda con cepas nuevas y comerciales de
Trichoderma, fueron evaluados los radios de crecimiento del patdgeno para determinar la variable
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (ICR %). Se realizaron mini ensayos para cada uno
de los aislados de N. vagabunda, de este modo se prob6 la capacidad de control de cada uno de

los Trichoderma spp. con la variable ICR (%).

También se evalué el area de crecimiento de los Trichoderma spp. para determinar la
capacidad de invasién, competencia y cubrimiento frente al patégeno. Ademas, se evalué el
coeficiente de correlacion que hay entre los dos métodos utilizados en este ensayo para
determinar la capacidad biocontroladora. Para todos los andlisis se utiliz6 el programa

Statgraphics.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del enfrentamiento in vitro de Trichoderma spp. sobre el patégeno N. vagabunda

a partir de 0 dias de incubacién.

La Figura 4.1 presenta el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (ICR) de los 10
aislados de N. vagabunda a los 0 dias de incubacién, cuando fueron enfrentados a cada cepa
biocontroladora. Los graficos de cajas expresan de forma representativa la dispersion y
variabilidad en los datos obtenidos de los cultivos duales luego de 6 dias de incubacion a 22°C.
Los Trichoderma U Talca, Nancagua, Tiffi y Mamull presentaron el mayor porcentaje de inhibicion

del crecimiento radial, cercano al 50% como promedio.

90
T85,2

80
70 —67.8 69,1

60 1,6

4,7
50 '7’1
40

30 30,5
—-24,9

T52,8 3,3

32,9 )
.4‘8
14,3 —153
854
®4,3

0 0.1 0.0 0.1 ell

T46,8

ICR (%)

20
10 ®12,3

U Talca Nancagua Lourdes Merced Molina Tiffi Mamull

TRICHODERMA

Figura 4.1 Inhibicién del crecimiento radial (ICR; %) in vitro de 10 aislados del hongo fitopatégeno
N. vagabunda por siete aislados del hongo biocontrolador Trichoderma spp. cuando fueron
enfrentados al mismo tiempo (0 dias). Con 6 dias de incubacién a 22°C.

Debido a la alta variabilidad demostrada en el grafico de caja, las tablas de a continuacion

dan a conocer los resultados del analisis estadistico del enfrentamiento. Especificando la mayor
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capacidad biocontroladora de los Trichoderma spp. sobre cada aislado de N. vagabunda. En
todos los aislados del patdgeno se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre
tratamientos. Los tratamientos que tienen medias ICR (%) en color rojo destacan de los demas
tratamientos, ya que son los que obtuvieron mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
del patdgeno. Se destaca la cepa nativa del Trichoderma spp. Nancagua en ocho aislados con
un promedio de inhibicion de 56,6 %. También la otra cepa nativa destacada fue U Talca en los
asilados 24, 32, 35y 37 con un promedio de 53 % de inhibicion. Por dltimo el promedio ICR (%)
entre Trichoderma spp. Mamull y Tiffi fue de 55,5 % de capacidad antagénica. Esto quiere decir
que las cepas nativas destacadas se comportaron de igual forma que las cepas de Trichoderma

spp. comerciales, ya que poseen la misma letra, determinando igualdad entre tratamientos.

Cuadro 4.1 Tablas de Medias para ICR (%) a 0 dias. Aislado de N. vagabunda vs Trichoderma
spp. con intervalos de confianza del 95,0% (p<0,05).

Tabla N°1: Aislado 24 Tabla N°2: Aislado 25 Tabla N°3: Aislado 27
Tratamiento Medias ICR (%) Tratamiento  Medias ICR (%) Tratamiento Medias ICR (%)
U Talca 552b U Talca 47,1 bc U Talca 386b
Nancagua 55,1b Nancagua 29,1ab Nancagua 59,6 ¢
Lourdes 16,2 a Lourdes 13,2 a Lourdes 143 a
Merced 21,2 a Merced 11,3 a Merced 21,4a
Molina 36,1ab Molina 239a Molina 16,0a
Tiffi 50,3 b Tiffi 47,4 be Tiffi 43,6 bc
Mamull 36,3 ab Mamull 60,7 c Mamull 48,1 bc
Valor p: 0,0000 Valor-p: 0,0000 Valor-p: 0,0000

Kruskal W. Valor-p: 0,0005

Tabla N°6: Aislado 35

Tabla N°4: Aislado 32 Tabla N'S: Aislado 34 Tratamiento  Medias ICR (%)
Tratamiento  Medias ICR (%) Tratamiento Medias ICR (%) U Talca 48,9b
U Talca 54,7d U Talca 41,8ab Nancagua 58,9 b
Nancagua 58,6 d Nancagua 51,0b Lourdes 15,8 a
Lourdes 23,5ab Lourdes 18,5a Merced 23,8a
Mer?ed 37,2 bc Mer.ced 269ab Molina 28,4a
Molina 18,1a Molina 28,7 ab Tiffi 53,2 b
Tiff 47,9 cd Tiffi 47,3 ab Mamull 48,7b

Mamull 55,2d Mamull 57,8b Valor-p: 0,0000

Valor-p: 0,0000 Valor-p: 0,0040 Kruskal W. Valor-p: 0,0001

Kruskal W. Valor-p: 0,0100
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Tabla N°7: Aislado 36 Tabla N°8: Aislado 37 Tabla N°9: Aislado 39

Tratamiento  Medias ICR (%) Tratamiento  Medias ICR (%) Tratamiento  Medias ICR (%)
U Talca 50,5 bc U Talca 53,2d U Talca 36,9 ab
Nancagua 52,2 ¢ Nancagua 42,2 bed Nancagua 62,4 b
Lourdes 20,2a Lourdes 23,8 ab Lourdes 24,42a
Merced 20,5a Merced 29,3 abc Merced 22,6a
Molina 31,5ab Molina 11,8a Molina 159a
Tiffi 59,8 ¢ Tiffi 46,0 cd Tiffi 424 ab
Mamull 49,3 be Mamull 61,9 d Mamull 29,2a
Valor-p: 0,0000 Valor-p: 0,0000 Valor-p: 0,0020

Kruskal W. Valor-p: 0,003 Kruskal W. Valor-p: 0,0154

Tabla N°10: Aislado 40
Tratamiento  Medias ICR (%)

U Talca 41,2 bcd
Nancagua 54,7 d
Lourdes 17,0 ab
Merced 13,4 a
Molina 23,8 abc
Tiffi 48,6 cd
Mamull 52,4d

Valor p: 0,0000

4.2 Efecto del enfrentamiento in vitro de Trichoderma spp. sobre el patégeno N. vagabunda

a partir de 20 dias de incubacioén.

La Figura 4.2 representa el ICR (%) de los tratamientos cuando el patégeno se dejé crecer
20 dias antes de enfrentarlo con las cepas biocontroladoras de Trichoderma spp. Los tratamientos
presentaron una baja capacidad antagénica y baja variabilidad reflejado en los graficos de cajas.
En las imagenes se puede observar que la competencia por el espacio y nutrientes fue similar en
todos los tratamientos. En este enfrentamiento el patégeno crea resistencia a su defensa, pero
debido a su crecimiento lento (Verkley, 1999), la inhibicion ejercida por las cepas biocontroladoras
de Trichoderma spp. crecieron rapidamente (Ferndndez-Larrea, 2001), logrando detener el
crecimiento del fitopatégeno. La competencia reflejada en el enfrentamiento constituye a un
mecanismo de accién indirecto muy importante del Trichoderma spp. Este comportamiento es

desigual ante un mismo requerimiento en este caso el sustrato APDa y el espacio, los cuales se

35



reducen por el crecimiento anticipado del patégeno. Sin embargo, Trichoderma crece de todas
formas ya que es favorecido por sus caracteristicas antagoénicas; por tener plasticidad ecolégica,
velocidad de crecimiento y desarrollo, y por ser tolerantes a factores externos como tipo de
sustrato, pH, temperatura, humedad, entre otros (Ahmad y Baker, 1987; Hjeljord y Tronsmo,
1998). Ademas, se observo durante el ensayo que la placa testigo del antagonista se completé
antes de que el Trichoderma spp. enfrentado pudiese colonizar, demostrando asi la velocidad de

crecimiento cuando se encuentra con disponibilidad de recursos.
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Figura 4.2 Inhibicién del crecimiento radial (ICR; %) in vitro de 10 aislados del hongo fitopatégeno
N. vagabunda por siete aislados del hongo biocontrolador Trichoderma spp. cuando fueron
enfrentados a los 20 dias de crecimiento del patégeno. Con 6 dias de incubacion a 22°C.

Con respecto a la baja variabilidad del enfrentamiento in vitro, el analisis estadistico
empleado puede especificar con precisién en cual de todos los aislados del patdgeno, los
tratamientos con Trichoderma spp. tuvieron algun efecto inhibitorio en el crecimiento. En las
siguientes tablas, los Trichoderma spp. se comportaron de forma similar en ocho aislados de N.
vagabunda. La separacién de medias (prueba de Tukey) arrojé letras iguales en la comparacion
entre tratamientos, determinando asi que no existe diferencias significativas. Exceptuando el
tratamiento con el Trichoderma spp. Nancagua que se destaco por su capacidad biocontroladora

en los aislados 24 y 36 con medias ICR (%) de 16,5 y 23,3 respectivamente frente al patégeno.
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Cuadro 4.2 Tablas de Medias para ICR (%) a 20 dias. Aislado de N. vagabunda vs Trichoderma
spp. con intervalos de confianza del 95,0% (p<0,05).

Tabla N°1: Aislado 24

Tabla N°2: Aislado 25

Tabla N°3: Aislado 27

Tratamiento  Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento = Medias ICR (%)

U Talca 7,1 abc

U Talca 9,4a U Talca 6,9 a

Nancagua 16,5c¢ Nancagua 23,2a Nancagua 6,6 a
Lourdes 10 abc Lourdes 15,3 a Lourdes 10,8 a
Merced 4,1a Merced 10,2 a Merced 13,6 a
Molina 4,5 ab Molina 9,5a Molina 9a
Tiffi 15,4 bc Tiffi 20,6 a Tiffi 8,1la
Mamull 14,3 abc Mamull 109 a Mamull 9a

Valor-p: 0,0031

Valor p: 0,0231
Kruskal W. valor-p: 0,0606

Valor-p: 0,8293

Tabla N°4: Aislado 32

Tabla N°5: Aislado 34

Tabla N°6: Aislado 35

Tratamiento  Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento  Medias ICR (%)

U Talca 8,1a U Talca 8,1a U Talca 9,8a
Nancagua 16,1a Nancagua 16,8 a Nancagua 11,4a
Lourdes 3,7a Lourdes 79a Lourdes 11,7 a
Merced 13,3 a Merced 9,8a Merced 13,4 a
Molina 16,1 a Molina 6,1a Molina 7,2a

Tiffi 20,6 a Tiffi 7,6a Tiffi 12,6a
Mamull 7,6a Mamull 13,4 a Mamull 16 a

Valor-p: 0,1242

Valor-p: 0,1521

Valor-p: 0,6503

Tabla N°7: Aislado 36

Tabla N°8: Aislado 37

Tabla N°9: Aislado 39

Tratamiento  Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento  Medias ICR (%)

U Talca 52a U Talca 11,1a U Talca 11,6 a
Nancagua 23,3 b Nancagua 13,3 a Nancagua 12,4 a
Lourdes 10,2 ab Lourdes 119a Lourdes 13,2a
Merced 10,6 ab Merced 11,3 a Merced 14,9 a
Molina 18,2 ab Molina 3,5a Molina 17 a

Tiffi 10,6 ab Tiffi 9,2a Tiffi 19,2 a
Mamull 17,2 ab Mamull 8,4a Mamull 22,6 a

Valor-p: 0,0115
Kruskal W. valor-p: 0,0281

Valor-p: 0,1222
Kruskal W. valor-p: 0,1423

37

Valor-p: 0,7375



Tabla N°10: Aislado 40
Tratamiento Medias ICR (%)

U Talca 9,7a
Nancagua 14,6 a
Lourdes 11,2a
Merced 8,6a
Molina 9,5a
Tiffi 19,7 a
Mamull 14,8 a

Valor p: 0,4300

4.3 Efecto del enfrentamiento in vitro de Trichoderma spp. sobre el patégeno N. vagabunda

a partir de 30 dias de incubacioén.

El efecto biocontrolador de los Trichoderma spp. a los 30 dias de crecimiento del hongo
fitopatdgeno, nuevamente fue bajo, destacando solamente el biocontrolador Tiffi, que mostré un
ICR (%) promedio de 60% (Figura 4.3). A pesar de la variabilidad y dispersion de los datos del
enfrentamiento se pudo distinguir el grado de la capacidad antagénica segun la escala utilizada
por Ezziyyani et al. (2004). El Trichoderma spp. Tiffi (Trichoderma spp. atroviride) invadid la
superficie de la cepa patdgena cubriendo y esporulando sobre ella, determinandolo como un muy
buen potencial antagénico de grado 4. Segun estudios realizados con enfrentamientos de
Trichoderma spp. atroviride sobre Fusarium oxysporum, se observo que el aislamiento nativo de
Trichoderma spp. atroviride tuvo un 66,51% de Inhibiciéon en la germinacién de conidios del
fitopatdogeno (Guevara, 2013). Estos resultados concuerdan con Cardona (2006), quien observé
este mismo enfrentamiento indicando que a los tres dias de estar expuestos la inhibicion fue de
un 37% y que al séptimo dia fue de un 70 %, presentando una capacidad de tipo hiperparasitica
dado que Trichoderma spp. astroviride colonizé y esporul6 la superficie del patégeno. Ademas se
puede explicar la habilidad de control y efectividad que posee el Trichoderma spp. atroviride con
las conclusiones de Siwek, Scoot y Harris (1997) quienes afirman que se debe a la combinacion
de micoparasitismo (liberacion de enzimas hidroliticas) y la produccién de antibidticos los

responsables de la degradacién de la pared celular e inhibicion in vitro del patdgeno
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Figura 4.3 Inhibicién del crecimiento radial (ICR; %) in vitro de 10 aislados del hongo fitopatégeno
N. vagabunda por siete aislados del hongo biocontrolador Trichoderma spp. cuando fueron
enfrentados a los 30 dias de crecimiento del patégeno. Con 6 dias de incubacion a 22°C.

En este caso el fitopatdbgeno se fortaleci6 a medida que crecia en solitario y sin
interrupcion durante 30 dias. Se alimenté de todo nutriente que hubiese en la placa,
desarrollandose completamente con lentitud. La insercion del Trichoderma spp. detiene
rapidamente el crecimiento del fitopatdgeno, incluso estando desfavorecido por el reducido
espacio y la baja cantidad de sustrato en placa. Es por esto que el objetivo principal del
Trichoderma spp. es inhibir y sobrevivir. Por esta razén, se desencadenan diversos mecanismos
de accion, los cuales son potenciados por las caracteristicas antagénicas de cada Trichoderma
spp. (Fernandez-Larrea, 2001). A continuacién se ve reflejado en las tablas, donde el
Trichoderma spp. Tiffi se destac6 por su gran efectividad inhibicion en el 90% de los aislados de
N. vagabunda y el otro 10% fue controlado por Mamull. Se logro mayor ICR (%) en el aislado 25
con 74,3 % con el tratamiento Trichoderma spp. Tiffi. Sin duda estos Trichoderma spp. poseen

un mecanismo de accion superior, altamente desarrollado y resistente a condiciones inhdspitas.
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Cuadro 4.3 Tablas de Medias para ICR (%) a 30 dias. Aislado de N. vagabunda vs Trichoderma
spp. con intervalos de confianza del 95,0%

Tabla N°1: Aislado 24

Tratamiento Medias ICR (%)

Tabla N°2: Aislado 25

Tabla N°3: Aislado 27

U Talca 8,0a
Nancagua 17,7 a
Lourdes 159 a
Merced 239a
Molina 12,2 a
Tiffi 57,7b
Mamull 11,2a

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento  Medias ICR (%)

Valor-p: 0,0000
Kruskal W. valor-p:0,0343

U Talca 8,8a
Nancagua 12,0a
Lourdes 17,4 a
Merced 24,7 a
Molina 14,5a
Tiffi 74,3 b
Mamull 13,1a

U Talca 2,3a
Nancagua 13,3 a
Lourdes 14,1a
Merced 9,7a
Molina 7,7 a
Tiffi 47,2 b
Mamull 15,0a

Valor-p: 0,0000

Valor-p: 0,0001
Kruskal W. valor-p:0,0081

Tabla N°4: Aislado 32

Tabla N°5: Aislado 34

Tabla N°6: Aislado 35

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento  Medias ICR (%)

U Talca 10,1a
Nancagua 13,4a
Lourdes 14,6 a
Merced 133a
Molina 139a
Tiffi 68,6 b
Mamull 17,2 a

U Talca 20,6 a
Nancagua 21,4a
Lourdes 11,1a
Merced 26,4 a
Molina 17,7 a
Tiffi 68,2 b
Mamull 24,0a

U Talca 8,0a
Nancagua 24,0 ab
Lourdes 18,6 ab
Merced 14,9 ab
Molina 19,0 ab
Tiffi 51,9c¢
Mamull 27,8b

Valor-p: 0,0000

Valor p: 0,0000

Valor-p: 0,0000

Tabla N°7: Aislado 36

Tabla N°8: Aislado 37

Tabla N°9: Aislado 39

Tratamiento

Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

Tratamiento Medias ICR (%)

U Talca 14,2 a
Nancagua 15,9 a
Lourdes 11,5a
Merced 14,2 a
Molina 14,8 a
Tiffi 68,9 b
Mamull 32,3a

U Talca 10,7 a
Nancagua 16,2 ab
Lourdes 25,6 abc
Merced 39,6 bc

Molina 50a
Tiffi 37,3 bc

Mamull 48,4 c

U Talca 2,6a
Nancagua 59a
Lourdes 15,9 a
Merced 7,5a
Molina 6,2 a
Tiffi 68,3 b
Mamull 20,2 a
Valor-p: 0,000

Kruskal W. Valor-p: 0,0062

Valor-p: 0,0000
Kruskal W. Valor-p: 0,0034
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Tabla N°10: Aislado 40
Tratamiento Medias ICR (%)

U Talca 12,6 a
Nancagua 18,7 ab
Lourdes 23,6 ab
Merced 16,1a
Molina 24,7 ab
Tiffi 49,4 c
Mamull 37,1 bc

Valor-p: 0,0001

Para complementar un poco mas lo analizado, se graficé el Area de crecimiento de los diferentes

Trichoderma spp. evidenciados a los 0, 20 y 30 dias de crecimiento del patégeno.

En el siguiente grafico (Figura 4.4) se puede observar una homogeneidad en el area de
crecimiento de los Trichoderma spp. en general con todos los aislados del patégeno. Donde Tiffi,
Molina y Mamull, en comparacion con los demas tratamientos, tienen un mayor crecimiento al ser
enfrentado a la mayoria de los aislados de N. vagabunda exceptuando los aislados 37 y 39 donde
el &rea decae. Se puede deducir que el patbgeno es mucho méas sélido y resistente en estos
aislados. El tratamiento con Mamull, alcanz6 una elevada Areas de crecimiento en el aislado 37
con 7.184mm?. Este crecimiento se debe a que es un Trichoderma spp. que posee una fusion de
varias especies, que potencian su mecanismo de accién, actuando por efecto de competencia,
inhibicion, parasitismo y micoparasitismo, caracteristicas que lo hacen ser un biocontrolador muy
eficaz. Ademas, se caracteriza por tener una amplia aplicabilidad sobre plantas, presenta accién
cicatrizante y curativa sobre dafios causados por fitopatdgenos (SAG, 2020). Otro Trichoderma
Spp. que se encuentra con alta eficiencia a la hora de un enfrentamiento por competencia es Tiffi,
al contener genes adquiridos por la resistencia a diferentes ambientes y a un extenso estudio de
esta cepa, se ha potenciado evidentemente, logrando resultados esperados contra fitopatdgenos.
Con respecto a las nuevas cepas nativas, Molina destacé por alcanzar mayor area colonizada
con 6.678 mm? en el aislado 36 de N. vagabunda. Crecimiento que no es menor ya que se
comporto relativamente parecido a los Trichoderma spp. de formulaciones comerciales, indicio

bastante bueno para comenzar un analisis mas exhaustivo con esta cepa.

Los Trichoderma spp. como agente de control deben actuar rdpidamente para evitar que
el patdégeno logre afectar el cultivo, pues una vez que ya haya producido dafio, sera demasiado
tarde para que el biocontrolador lo detenga. Por esta razon la resistencia adquirida es un
mecanismo muy importante de la actividad biocontroladora, ya que puede actuar o enfrentar a

varios tipos de patégenos (Cortes et al., 2018).
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Figura 4.4 Crecimiento Trichoderma spp. en area (mm2) enfrentados a 0 dias.

En el proximo gréfico (Figura 4.5) se presenta una disimilitud muy variada en el area de
crecimiento segun el asilado de N. vagabunda enfrentado. Este comportamiento se ve reflejado
en las cepas nativas de U Talca, Nancagua, Lourdes y Merced. El area decrecimiento de
Nancagua y Lourdes a los 20 dias de incubacién del patégeno se expres6 de manera similar a
los Trichoderma spp. Tiffi, Mamull y Molina. Estos Ultimos presentaron un grado de uniformidad
en el area de crecimiento en la mayoria de los aislados del fitopatbgeno con 4.884 mm?2 en
promedio. El Trichoderma spp. Nancagua se destaca por alcanzar valores cercanos a Tiffi en los
aislado 24, 34, 36 y 37. El efecto fungistético de Tiffi prevalece genéticamente logrando una
capacidad biocontroladora eficiente al momento de competir por nutrientes y espacio en
condiciones extremas, en este caso a pesar de estar enfrentados en medios de cultivo APD con
espacio muy limitado, Trichoderma spp. detuvo por competencia el crecimiento del patégeno N.
vagabunda.
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La caracteristica de supervivencia es determinante para seleccionar biocontroladores
potenciales dado que las condiciones medioambientales tienden a cambiar durante el desarrollo
del cultivo y el curso de la enfermedad. Sobrevivir se torna necesario cuando el microorganismo
biocontrolador requiere un periodo activo extenso en funcién del periodo activo del patégenoy de
las condiciones del tejido vegetal susceptible. Por este motivo se deben desarrollar tecnologias
que le otorguen tolerancia al biocontrolador frente a condiciones extremas como cambios en la
temperatura, niveles de humedad, radiacion solar, sequia, presencia de iones toxicos y productos

quimicos (Cortes et al., 2018).
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Figura 4.5 Crecimiento Trichoderma spp. en area (mm?) enfrentados a 20 dias.
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Por ultimo, los Trichoderma spp. son enfrentados al patégeno con crecimiento de 30 dias
(Figura 4.6), donde se observa claramente la diferencia en el area de crecimiento entre los
Trichoderma spp. de formulaciones comerciales y las nuevas cepas nativas. Ademas, se puede
apreciar que las cepas nativas se comportan desiguales dependiendo del aislado de N.
vagabunda. El Trichoderma spp. U Talca arrojé un area de crecimiento alto de 4.693 mm? en el
aislado 37 y 4.589 mm? en el aislado 34. El antagonista nativo “Nancagua” presento similitud a U
Talca en el control de varios asilados del fitopatdgeno, pero también presento el area mas baja
con 1.168 mm? en el aislado 36. Ademas se puede observar que el area de crecimiento de
Lourdes y Molina se comportan parecidos en el enfrentamiento de la mayoria de los aislados de
N. vagabunda. Los Trichoderma spp. Tiffi y Mamull destacaron en promedio con un area de
crecimiento de 5.892 mm2. Esto se debe a que el fungicida biolégico Tiffi es a base de
conidiéforos, clamidosporas y micelio viable de la cepa MUCL45632 del hongo Trichoderma spp.
atroviride. La capacidad de colonizar la rizosfera y las raices lo hace ser un antagonista de accién
directa sobre el patégeno de suelo y aéreos. Es por esto, que en la condicién in vitro posee una
alta capacidad biocontroladora frente al patdgeno N. vagabunda, ya que la resistencia adquirida
y la produccion de metabolitos secundarios lo potencian ain mas promoviendo un efecto

bioestimulante en el cultivo aumentando el rendimiento (SAG, 2020).
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Figura 4.6 Crecimiento Trichoderma spp. en area (mm?) enfrentados a 30 dias.
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El otro Trichoderma spp. que obtuvo mayor area de crecimiento es Mamull, compuesto
por micelio y conideas de cepas nativas Bionectria ochroleuca, Trichoderma gamsii e Hypocrea
virens este producto presenta accion fungicida, con efecto de competencia, inhibicion y
parasitismo (SAG, 2020). Como se puede observar en el gréafico, es un producto que posee un

efecto eficaz debido a su potente formula.

Cabe destacar que los Trichoderma spp. son biocontroladores eficientes, capaces de
mantener su viabilidad, patogenicidad, virulencia y habilidad de reiniciar el crecimiento en el suelo.
Puesto que la aplicacién en campo podria presentar mayor efecto si éstas son aisladas y
evaluadas en la misma zona de origen donde ya estan adaptadas a las condiciones ambientales
(Blakeman y Flokkmms, 1982).

La busqueda e implementacion de alternativas de control se convirtié en una necesidad,
ya que la sobre utilizacion de plaguicidas desencadena resistencia a estos productos, impidiendo
lograr un control efectivo (Brent y Hollomon, 2007). Es por esto que reducir el impacto sobre el
medio ambiente y limitar los residuos en los productos cosechados garantiza una produccién
amigable en la salud humanay en el medio ambiente (Fenner et al., 2013; Verger y Boobis, 2013).

A continuacién, se expondran valores del coeficiente de correlacion lineal de dos
variables: Area (mm?) y ICR (%). Como se expuso anteriormente se uso la formula de Ezziyyani
para calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. Por otra parte, se
empleé un método para determinar la capacidad biocontroladora segun el crecimiento del
Trichoderma spp. usando el programa Imagen J., el cual consiste en delimitar el area radial del

crecimiento del antagonista enfrentado a diferentes dias de incubacién del patégeno.

El coeficiente de correlacion de Pearson permite medir la fuerza y sentido de la relacion
lineal de dos variables. Determinar si ambos métodos tienen un grado de similitud o diferencia al
ser comparados sus datos es fundamental ya que la eficiencia y precision que se debe tener en
este tipo de estudios es importante debido a que una pequefia variacion puede marcar la

diferencia.

El siguiente cuadro 4.4, da a conocer, la interpretacion de los coeficientes segun la
relacion que tienen los métodos de estudio en determinar la capacidad biocontroladora de los
Trichoderma spp. Para la interpretacion del coeficiente, es necesario tener en cuenta que un valor
cercano a “0” indica que hay poca relacién, pero cuando es cercano a “1” indica alta correlacion
(Fonseca et al., 2017).
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COEFICIENTES DE CORRELACION

: Incubacion del patégeno (dias)
Trichoderma spp.

0 20 30

U Talca 0,80 0,95 0,95
Fuerte

Nancagua 0,99 0,89 0,97

Perfecto Fuerte Perfecto

Lourdes 0,88 0,85 0,91
Fuerte

Merced 0,91 0,85 0,94
Fuerte

Molina 0,66 0,92 0,91

Moderado Fuerte
Tiffi 0,83 0,62 0,81
Significativo Moderado Significativo
Mamull 0,93 0,83 0,83
Fuerte Significativo

Cuadro 4.4 Coeficiente de Correlacion AREA (mm?) vs ICR (%).

En el cuadro 4.4, se observa que las correlaciones obtenidas tienen posicion lineal
positiva, donde todos los coeficientes mantienen un grado de similitud en su tendencia. Esto
quiere decir que ambas formas de medir la capacidad de control son asertivas en su resultado,
encontrandose un grado de correlacion “Perfecta” en los tratamientos de Nancagua a los 0 y 30
dias con 0.99 y 0,97. El siguiente nivel se interpreta como “Fuerte”, ya que esté en el rango de
0,85 a 0,95, reflejandose en la interaccion entre variable Area (mm?) y ICR (%) de los
tratamientos: U Talca, Lourdes y Merced a los 0, 20 y 30 dias de crecido el patégeno. El
tratamiento Molina a los 20 y 30 dias también arrojé un grado de correlacién “Fuerte” entre
variables como también en el tratamiento Mamull a los 0 dias y Nancagua a los 20 dias. Los
tratamientos que fueron significativos, rango entre 0,70 y 0,84, son Tiffi a los 0 y 30 dias, y Mamull
alos 20y 30 dias. Por ultimo, la correlacion entre Area (mm?) y ICR (%) en el tratamiento Tiffi a
los 20 dias es moderada con el grado de coeficiente 0,62. Lo expuesto anteriormente permite
concluir que los resultados del presente estudio confirman que existe una relacién entre las

variables de medicion.
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5. CONCLUSIONES

El mayor ICR (%) de los Trichoderma spp. nativos se presentd 0 dias de incubacién del
patégeno: Nancagua, U Talca.

El mayor ICR (%) de los Trichoderma spp. comerciales se presentd a los 30 dias de
incubacién del patégeno: Tiffi y Mamull.

Los Trichoderma spp. nativos si bien presentaron alto ICR (%) sobre el patdégeno, no
fueron eficaces como se esperaba que fuesen al ser comparados con Trichoderma spp.
comerciales.

Los Trichoderma spp. nativos podrian seguir siendo estudiados y potenciados entre si
con el objetivo de lograr eficacia y eficiencia en la capacidad biocontroladora en futuras
aplicaciones preventivas en precosecha sobre la enfermedad “Ojo de buey” en Manzanas
Cripp’s Pink.
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