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RESUMEN

Se evalud la actividad antagdnica in vitro e in vivo de tres cepas nativas de
Trichoderma spp. (Sherwood, Trailes, y Queule), en el control de Stemphylium vesicarium
aislado de esparrago. En ambas evaluaciones los tratamientos se ordenaron en un disefo
completamente al azar (DCA). Tanto los porcentajes de inhibiciéon para el estudio in vitro,
como los porcentajes de incidencia para el estudio in vivo fueron analizados por medio de
un ANDEVA y la separacion de medias se realizé a través de la prueba de Tukey (HSD) (p<
0,05). A temperatura ambiente, no existieron diferencias significativas entre los tratamientos,
presentando cada una de las cepas en forma individual capacidad biocontroladora sobre
Stemphylium vesicarium. A 4°C no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos y la
capacidad de inhibicién por parte del biocontrolador es baja o nula, dependiendo de la cepa.
La evaluacién in vivo mostré diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
siendo el testigo el con mayor incidencia (78%) del patégeno. Las tres cepas de
Trichoderma y la mezcla de ellas fueron estadisticamente similares y mostraron una accion
preventiva sobre inoculaciones artificiales de Stemphylium vesicarium en turiones de

esparragos.



ABSTRACT

The antagonic activity in vitro and in vivo of three native Trichoderma strains against
Stemphylium vesicarium. Isolated from asparagus was evaluated.

In both experiments the treatments were ordered in a completely random design,
and the results obtained were analyzed statistically through an ANOVA and the averages
compared using the Tukey test (p< 0,05). At room temperature there were no differences
among treatments having all of them an inhibitory effect. At 4°C the Trichoderma strains did
not show an effect on the growth of the pathogens.

The in vivo experiment stowed significant differences between the control treatment
and those with Trichoderma applications. All the strains presented a preventive effect on the

control of the pathogen.



I. INTRODUCCION

El esparrago Asparagus officinalis es una de las especies horticolas que mayor
desarrollo ha presentado como respuesta a la apertura comercial de nuestro pais, comenzando
su auge desde 1992, afio en que por primera vez, Chile exporta volumenes comerciales de
esparragos verde fresco a Estados Unidos. Actualmente se cultiva desde la V a la X Region,
concentrandose en las regiones VIl y VIII. La superficie cultivada alcanza las 3.943 ha (ODEPA,
2005).

Esta especie pertenece a la familia de las liliaceas, y su vida productiva en condiciones
Optimas es de 7u 8 afios (Benages, 1990). Sin embargo, al ser perenne los microorganismos
patdgenos tienen mayor posibilidad de establecerse e interactuar con la planta, dando origen a
enfermedades de dificil control. Los problemas fitopatoldgicos que afectan a los esparragos se
asocian fundamentalmente a hongos y bacterias, produciendo diversos sintomas (Gonzéalez y
del Pozo, 1999). Una de ellas corresponde a “Mancha purpura” causada por Stemphylium
vesicarium, cuya fase sexuada es conocida Pleospora herbarum. Este patdgeno produce
dafios en los turiones, afectando su calidad, limitando su exportacion y comercializacion. Hacia
el final de la temporada, puede producir defoliacion de los helechos, lo que afectara la

acumulacion de carbohidratos en la corona y por lo tanto la vida Util de la esparraguera.

Considerando que es una enfermedad potencial para los cultivos de esparrago,
principalmente cultivados en zonas de primaveras himedas y frias, en nuestro pais las
primeras investigaciones fueron realizadas en la década de los ochenta, donde autores como
Acufia y Fajardo (1988) estudiaron su incidencia a nivel de los turiones. Debido al dificil control
de la “Mancha purpura” se sefial6 el control cultural como efectivo, aunque estudios posteriores

coinciden en que es necesario buscar alternativas de control biologico.

El empleo de agentes biocontroladores como por ejemplo Trichoderma spp., es sin
duda una opcién ecoldgicamente conveniente, sin los problemas de contaminacién y de
residuos quimicos que puede implicar el uso de fungicidas (Altieri, 1990). Ademas es uno de
los hongos que estan presentes en casi todos los suelos agricolas. La versatilidad, adaptacion
y fécil manipulacion de los hongos del genero Trichoderma ha permitido su uso en el control

biolégico (Fernandez- Larrea, 2001).



De acuerdo a lo anterior, la presente memoria de titulo ha planteado como hipoétesis que
cepas nativas de Trichoderma son capaces de inhibir el crecimiento del micelio in vitro de
Stemphylium vesicarium. Del mismo modo este antagonista a través de su aplicacién a los

turiones permite prevenir la infeccién por este hongo.

El objetivo general de esta memoria fue evaluar la eficacia de tres cepas nativas de
Trichoderma spp. en el control biolégico de Stemphylium vesicarium causante de la enfermedad

Mancha Pdrpura en esparrago.

Junto al objetivo general, se tienen los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento in vitro de Stemphylium vesicarium, por la
accion de las cepas nativas de Trichoderma spp.

e Evaluar la actividad de cepas nativas de Trichoderma spp. en prevenir la infecciéon de
Stemphylium vesicarium en turiones.

e Comparar la actividad biocontroladora in vitro y en turiones de las cepas nativas de

Trichoderma spp. sobre Stemphylium vesicarium.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultivo del espéarrago

El esparrago es una planta cuyo origen cabe situarlo en los suelos arenosos del sur de
Europa y Asia. Conocido por el hombre desde épocas muy antiguas, viene siendo cultivado
desde hace mas de 2000 afios. Fue una hortaliza muy apreciada por los griegos y romanos.
Tras las invasiones barbaras, su cultivo sélo se conservd en Espafia hasta el final de la Edad
Media, en que se volvié a cultivar en el centro y norte de Europa. Las actuales variedades
parece ser que proceden de selecciones realizadas en Holanda a partir del siglo XVIII. Se
aprovecha por sus tallos y turiones, que son consumidos principalmente en fresco y en

conservas (Maroto, 2002).

El esparrago, Asparagus officinalis L., pertenece a la familia de las Lilidceas, cuya vida
productiva es de 7 u 8 afios (Benages, 1990) Es una especie monocotiledonea perenne que
presenta un sistema radical extensivo y profundizador, formado por raices adventicias
generadas a partir del rizoma que se diferencia en la zona de transiciéon de la parte aérea y
radical de la planta, y por raices absorbentes que se generan a partir del cambium vascular de
las raices adventicias (Krarup y Konar, 1997). Es una planta dioica, es decir hay individuos con

flores masculinas y otros con flores femeninas (Maroto, 2002).

La planta del esparrago esta constituida por una parte subterranea, compuesta por un
rizoma y el sistema radical, que en conjunto se denomina corona y una parte aérea compuesta
de tallos erectos, ramas y hojas modificadas, que constituyen el helecho; sobre éste se
desarrollan las flores y frutos (Gonzalez y del Pozo, 1999). Los turiones empiezan a
desarrollarse en la primavera, cuando las temperaturas alcanzan los 10° - 12°C. A una altura
aproximada de 15 6 20 cm se ramifican, se empiezan a lignificar y aparecen las hojas, que son
muy finas y cortas denominandose cladodios (Benages, 1990). El 6ptimo para un adecuado
desarrollo vegetativo se ubica entre los 18 y 25°C y la humedad relativa 6ptima para el

crecimiento de turiones es de 60% a 70%.



En cuanto al suelo aquellos de textura franca, con inclinacion a franco arenosa o limosa
son a los que mejor se adapta. Sin embargo, tolera suelos franco arcillosos. El pH éptimo esta

comprendido entre 7,5 y 8, aunque admite suelos de pH 6,5 (Infoagro, 2004).

Aunque es un cultivo que se desarrolla en forma 6ptima bajo riego, es una planta que
resiste bastante bien la sequia. Las mayores necesidades de agua las tiene durante el verano,
cuando hace mas calor y el desarrollo de la masa foliar es considerable (Benages, 1990).
Generalmente el riego se realiza por surcos o por cintas debiendo efectuarse uno en el
establecimiento del cultivo, seguido por riegos frecuentes durante las primeras semanas, para

asegurar y acelerar la germinacion de la semilla y la emergencia de la plantula.

2.1.1 Importancia del esparrago

El esparrago es un cultivo de larga vida que puede permanecer productivo por 15 a 20

afios, siempre que se mantenga sano (Gonzalez y del Pozo, 1999).

Las reservas formadas en su parte aérea son acumuladas en forma de hidratos de
carbono y proteinas en las raices principales, de consistencia carnosa. Estas reservas
determinan de manera importante la emisién de turiones al afio siguiente, desde la plataforma

rizomatica (Maroto, 2002).

La produccién de esparragos a nivel mundial se ha constituido durante los ultimos afios,
en una actividad con un creciente auge especialmente en las importaciones, por ser un
producto con un nivel preferencial en el mercado internacional que le permite obtener elevados

beneficios, dado el incremento de su consumo (Infoagro, 2004).

2.1.2 Importancia del esparrago en Chile

El cultivo de esparrago se hizo, en pequefia escala, por muchos afios para la
produccidn de esparrago blanco. Sin embargo, a partir de la década de los ochenta, se iniciaron

las exportaciones de producto fresco, principalmente a Estados Unidos



En Chile es actualmente una de las principales hortalizas de exportacion, como
producto fresco y congelado, aunque en la temporada 2003 se registré una disminucion en 34%
del valor exportado respecto de la temporada anterior (ODEPA, 2005). Su producciéon se
concentra en las regiones del Maule y Bio Bio. Los principales mercados de destino son

Estados Unidos y la Unién Europea, con mas del 90% de los retornos en los Ultimos afios.

A nivel nacional las perspectivas de mercado se han visto seriamente afectadas,
principalmente por un fuerte incremento de la superficie productiva de algunos paises como
Peri y China (Benson, 2002a). Esta situacion resulta critica para nuestro pais, ya que la
produccién peruana compite con nuestro periodo de produccion, a contraestacion del hemisferio

norte

2.2 Enfermedades del follaje en esparrago

Las enfermedades que afectan a esta especie son producidas en su mayor parte por
hongos (Benages, 1990) En general, las enfermedades radiculares son las mas importantes
produciendo perdida de vigor y muerte de plantas, mientras que las enfermedades foliares
causan disminucion en la calidad (Gonzalez y del Pozo, 1999), como es el caso de las que se

enuncian a continuacion.

a) Pudricion gris, pudricion de flores (Botrytis cinerea). Esta enfermedad ataca
especialmente al turién, dando lugar a una podredumbre blanda que posteriormente se cubrira
con un moho grisaceo, que corresponde al conjunto de micelios, y esporas.del patégeno Bajo la
superficie del suelo se desarrollan corplsculos negros, de consistencia dura correspondientes a
los esclerocios. Los dafios se asocian a una pérdida de turiones y disminucién de la capacidad

fotosintética (Infoagro, 20004)

b) Esclerotinosis, pudricidon blanca (Sclerotinia sclerotiorum). Aparece, junto con la
pudricién gris, en esparragueras con follaje denso y en condiciones ambientales de alta
humedad relativa. Su incidencia es relativamente baja, pero cuando estad presente puede
producir pudricién basal en los helechos, marchitez y muerte del follaje, con abundante

produccién de un micelio algodonoso blanco y esclerocios del hongo (Snowdon, 1992).



¢) Muerte de yemas (Phoma asparagi). Se manifiesta a través de la muerte de brotes
ubicados en la zona media de la planta los que se presentan secos y doblados, sin prosperar en
su desarrollo. El organismo causal corresponde al hongo Phoma asparagi, el cual produce
largos cirrus cargados de esporas desde el interior de sus cuerpos frutales, mas conocidos
como picnidios. Los conidios son liberados sé6lo cuando existe agua libre, por lo que la

enfermedad se favorece cuando hay lluvias o riego por aspersion. (Snowdon, 1992)

d) Roya (Puccinia asparagi DC). En plantaciones de primer afio aparecen en la parte
aérea manchas elipticas de color verde amarillento, de consistencia débil y pegajosa. En
plantaciones adultas no aparece esta fase del hongo y directamente surgen al comienzo del
otofio abultamientos en los tallos, que a los 15-20 dias se abren apareciendo pustulas pardo
rojizas, correspondientes a los uredosoros, los que contienen numerosas uredosporas que

constituyen el mecanismo de dispersion del hongo (CORFO, 1982).

2.3 Mancha Purpura (Stemphylium vesicarium).

Este patdgeno fue reportado por primera vez en Japén (Suzui, 1973; citado por Acufia y
Fajardo, 1988) y desde 1982 ha sido registrada afectando al follaje y turiones de esparragos en
Estados Unidos y Nueva Zelandia. Stemphylium versicarium agente causal de esta enfermedad,
produce manchas moradas, ovaladas, con borde rojizo en los turiones de los esparragos
(Giaconi et al., 1997). Este hongo se desarrolla en condiciones climatolégicas de humedad alta

y temperaturas moderadas, entre 18° y 25°C (Benages, 1990).

El ataque de este patégeno ocasiona severas pérdidas econémicas por reduccion de la
calidad de los turiones debido al desarrollo de lesiones sobre ellos, las que generalmente son
mas prevalentes después de primaveras frias y himedas (Acufia y Fajardo, 1988). Por esto su

incidencia es mayor en zonas donde se produce acumulacion de agua.

Esta enfermedad ha ido en aumento en la zona productora de esparrago, debido a la
mayor presencia de in6culo en el ambiente y a la implementacion de algunas practicas de
manejo que favorecen el ciclo de la enfermedad como es la incorporacién al suelo del follaje al
final de la temporada, el que muchas veces se encuentra infectado, pasando a constituir fuente

de ind6culo para la temporada siguiente (Gonzalez y del Pozo, 1999).



2.3.1 Clasificacion y Morfologia del agente causal

Stemphylium vesicarium se clasifica dentro del grupo de los Deuteromycetes, orden
Moniliales. Este hongo presenta hifas septadas regularmente, sus conidiéforos son rectos a
curvados, simples y ocasionalmente uniramificados. Las conidias son oblongas u ovales con 1 -
7 septas transversales y 1 - 2 series completas o casi completas de septas longitudinales; son
de color café claro o café olivaceo con sus paredes externas verrucosas. Puede desarrollar su
fase sexual en la superficie de los restos de tejidos que quedan en la esparraguera produciendo
ascosporas en la primavera siguiente; estas constituyen el indculo primario el cual es liberado
después de las lluvias. Las ascosporas son arrastradas por el viento e infectan los tejidos del
hospedante penetrando a través de los estomas (Falloon et a., 1987; citado por Montealegre,
1988)

2.3.2 Sintomas

Los primeros sintomas que aparecen son puntos negros en las escamas secas de los
tallos principales, en la parte baja de la planta. Estos corresponden a conjuntos de esporas del
hongo productor de esta enfermedad. Luego se van desarrollando en la zona de las escamas
infectadas manchas triangulares de aspecto aceitoso, que poco a poco se tornan ovaladas, mas
claras, con la zona central de color grisaceo y rodeado de un halo marrén—rojizo. Estas tienen

aproximadamente 4 mm de longitud (Benages, 1990).

Posteriormente, la enfermedad afecta al helecho, produciendo defoliacién, que puede
ser severa segun el grado de infeccién de la planta. Sobre los tallos muertos es posible
observar el desarrollo de numerosos peritecios, estructuras esféricas que contienen gran

cantidad de ascosporas en su interior (Gonzalez y del Pozo, 1999).



2.3.3 Ciclo de la enfermedad

El hongo inverna en rastrojos de esparragos y en la forma de Pleospora herbarum. Al
inicio de la temporada de crecimiento, e influenciado por las lluvias, los peritecios del hongo
liberan sus ascosporas, los que daran origen al indculo inicial, responsable de las primeras
lesiones en los turiones, en las que luego se producira la siguiente fase del hongo, que
corresponde a Stemphylium vesicarium. Esta fase asexuada es mucho mas productiva en
inéculo y las esporas se producen sobre las lesiones cada vez que exista alta humedad relativa
y precipitaciones. Este ciclo asexuado se repite hasta que se inicia el invierno, donde el hongo
pasa a la fase sexuada y permanece latente hasta el inicio de la temporada de crecimiento

siguiente. (Snowdon, 1992; Gonzélez y del Pozo, 1999).

2.3.4 Control

La primera medida para reducir el inéculo primario es eliminar el follaje tan pronto las
plantas entran en senescencia (Gonzéalez y del Pozo, 1999). La destruccién y eliminacién de los
restos de tejidos muertos durante el invierno ayuda a disminuir la incidencia de la enfermedad
ya que con ello se evita la formacion de peritecios que producen la fuente del indculo primario

en la primavera siguiente (Montealegre, 1988).

Debido a la necesidad de precipitaciones para el desarrollo y diseminacién del inoculo
del hongo, en nuestro pais la enfermedad prevalece hacia el sur, en sectores sombrios y que
mantienen por mas tiempo el follaje mojado. Las ascosporas son liberadas de los ascos por la
lluvia y son transportadas por el viento a nuevos tallos del esparrago, en donde causan la
infeccion primaria de la estacion de crecimiento (Snowdon, 1992) En consecuencia, la
orientacion de las hileras en el sentido de los vientos predominantes y el mayor espacio entre
éstas, favorece el rapido secado del follaje reduciendo la incidencia de la enfermedad
(Gonzalez y del Pozo, 1999).

Aplicaciones de clortalonil, sélo o0 mezclado con flutriafol o flusilazol, pueden resultar

eficaces para el control de esta patologia (Maroto, 2002).



2.4 Control bioldgico

Una alternativa de manejo integrado que tuvo sus inicios alrededor de 1920 (Nelson,
1989), y que ha concentrado la atencién de los investigadores durante los Ultimos 20 afios, es el
control bioldgico, el que se basa en la utilizacion de microorganismos como antagonistas de

patégenos de cultivos de interés economico. (Altieri, 1990).

El control biolégico se podria definir como la reduccién de la cantidad de inoculo,
desarrollo, actividad o dafio del patégeno afectado por uno o mas organismos distintos al
hombre (Baker y Cook, 1974). En términos generales, consiste en el control de plagas y
enfermedades por medio de la utilizacién de otros agentes bioldgicos tales como hongos,
bacterias, levaduras, entre otros. Estos biocontroladores actian ya sea por parasitismo del
patégeno y muerte de éste o bien por competencia o accién toxica indirecta (etileno) (Cook y
Baker, 1983).

Para aumentar la eficiencia del biocontrolador es recomendable realizar practicas
culturales para crear un ambiente favorable a los antagonistas (Cook y Baker, 1983). Lo
anterior, con el fin de estimular la colonizacién de la superficie de las plantas, por los
antagonistas y asi disminuir el inéculo de los patégenos (Blackeman y Fokkema, 1982; Sanchez
et al., 1998). Por esta razén el biocontrol de patégenos incluye frecuentemente la aplicacion de
microorganismos benéficos a la planta, asi como todas las labores que estimulen las

poblaciones de antagonistas residentes (Papavizas, 1981; Sanchez et al., 1998).

Hasta ahora el enfoque mas prometedor consiste en el acrecentamiento de los agentes
de control biolégico cambiando el equilibrio microbiano en o alrededor de la planta para suprimir
el patégeno, o introduciendo directamente agentes microbianos en el terreno para suprimir los
patégenos de las plantas producidos por el suelo. Este enfoque implica estimular poblaciones
de organismos benéficos conocidos, que existen naturalmente en el suelo y también la creacion

de las condiciones mortiferas para el desarrollo de patdgenos (Altieri, 1990).

Para introducir antagonistas al medio, las consideraciones de importancia a tomar en
cuenta son la viabilidad, formulacion y concentracion del antagonista; las clases de
coadyuvantes usados; la eficacia y tiempo de aplicacion; condiciones de microclima durante y

después de la aplicacion y el costo del producto (Suton y Peng, 1993)



2.4.1 Control bioldgico de la enfermedad

Existen requisitos que debe cumplir un controlador biolégico con respecto al patégeno,
tales como, ser activo en las mismas condiciones ambientales, compatibles con otros
biocontroladores, y ser capaz de colonizar la planta o suelo donde se encuentra; todo lo anterior
caracteriza al hongo Trichoderma spp.; el cual se instala desplazando hongos patégenos que
habitan el suelo (Agrios, 1997).

Dentro de los representantes de hongos utilizados como agentes de control biolégicos,
se encuentran: Trichoderma spp., Gliocladium spp., Penicillium spp (Cooky Baker, 1983; Sutton
y Peng, 1993). Estos hongos son facilmente cultivables, pudiendo ser producidos
econdémicamente en grandes cantidades, para luego liberarlos principalmente como in6culos en

forma de esporas o fragmentos micelares al medio ambiente (Wainwright, 1992).

El uso de hongos en el control de hongos patégenos se ha basado principalmente en el
uso de inoculantes. EI mas promisorio ha sido T. harzianum en el control de Sclerotium rolsifii
en tomates de invernadero. Tales estudios discuten la produccion, liberacién y sobrevivencia de

especies de Trichoderma en el suelo (Wainwright, 1992; Papavizas, 1985).

2.4.2 Empleo de controladores bioldgicos en distintas enfermedades del esparrago

Se sefiala el empleo de biocontroladores en enfermedades radiculares, no asi en

enfermedades del follaje y de poscosecha.

En pudricion del cuello o raiz (Phytophthora megasperma), se ha demostrado que
ciertas medidas tienen efecto en la disminucion de Phytophthora. Estas son harinas de alfalfa y
leguminosas (2-4%), guano de gallina (2-4%), cualquier residuo o compost con baja relacion
C:N. Aparentemente, la reduccion de Phytophtora se debe al aumento de amonio en el suelo y
competencia por microorganismos (Gonzalez y del Pozo, 1999). El control biolégico, mediante
antagonismo microbiano e hiperparasitismo, es otra alternativa de control de Phytophthora. A
pesar que se ha demostrado que mas de 40 microorganismos tienen propiedades antagénicas
a Phytophthora (Malajczuk, 1983; citado por Gonzalez y del Pozo, 1999) sélo algunas especies

se utilizan en la practica.
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Para Fusariosis (Fusarium spp.) el control se ha enfocado al uso de hongos
micoparasitos, tales como Trichoderma. Las recomendaciones y cuidados con este tipo de
control son similares a las descritas para el caso de Phytophthora. Se debe tener presente que
es un tipo de control preventivo, en el que uso de ciertos fungicidas en la esparraguera esta
contraindicado y que estos pesticidas requieren condiciones muy diferentes al manejo

tradicional de los pesticidas de sintesis quimica (Gonzalez y del Pozo, 1999).

Los antagonistas mas efectivos y practicos de utilizar, por su facilidad para ser
multiplicados artificialmente, han resultado ser Trichoderma, Gliocadium, Bacillus vy
Streptomyces. En varios paises se comercializan preparados de una o mas especies de
Trichoderma harzianum, T. lignorum, T.polysporum, T. viride y Gliocadium roseum; los cuales
acttan por produccion de antibioticos, parasitismo de hifasesporangios y oosporas (Papavizas,
1985).

2.5 Trichoderma

Este género fue determinado por Persoon, existiendo confusién desde ese momento,
en situar que especies pertenecen o no a él. En 1871, Hartz logré determinar claramente su
clasificacion. Pertenece a la subdivision Deuteromycotina, siendo un hongo imperfecto que
carece de estructuras de reproduccion sexual. Estas especies se encuentran ampliamente
distribuidos en el mundo, estando presentes en casi todos los suelos y habitat naturales,
especialmente los que contienen materia organica. Su distribucion esta asociada a condiciones
de pH, temperatura, humedad, materia organica y presencia de otros hongos del suelo
(Papavizas, 1985). Son agentes de biocontrol de fitopatégenos del suelo y de la parte foliar, que
pueden degradar una amplia gama de materiales complejos, naturales o xenobi6ticos; producen
una gama de metabolitos secundarios entre ellos, una variedad de antibidticos (Ghisalberti y
Silvasithampam, 1991); son potenciales agentes de control bioloégico (Papavizas, 1985). Tienen
requerimientos nutricionales minimos, y crecen rapidamente con abundante esporulacion
(Eveleigh, 1985, Nelson, 1989; Harman y Lumsden, 1990).

11



2.5.1 Morfofisiologia de Trichoderma spp.

Es un hongo anamorfo perteneciente a la clase Hyphomycetes, cuyo estado sexual o
teleomorfo corresponderia a un hongo Ascomycotina del genero Hypocrea; caracterizandose
por la formacién de peritecios (Alexopoulus, 1996). Su estructura de esporulacion son conidios
asexuales, y su estructura de resistencia, clamidosporas. Estas Ultimas son similares a las de
otros hongos, siendo 5 a 10 veces mas grandes que los conidios, por sus grandes reservas de
lipidos (Cohen et al., 1983). Posee conidiéforos erectos o arrastrados, altamente ramificados,
mas o menos conicos en los que al final se agrupan en forma de pelotas. Las colonias de
esporas son de rapido crecimiento, con micelio compacto y de coloracion blanco a verde
(Cook, 1989).

2.5.2 Requerimientos de Trichoderma spp.

Para su establecimiento, requieren de humedad adecuada, entre 87y 97%, un pH mas
bien &cido para un buen desarrollo en el suelo, y una fuente de alimentacion (materia organica
con actividad microbiol6gica alta (Cook, 1989). Las distintas especies del genero Trichoderma
exhiben crecimiento frente a un amplio rango de temperaturas. Sin embargo, su 6ptimo, se sitla
en el rango de 15° - 35°C, si bien 30°C representa un buen promedio para muchas cepas. La
temperatura maxima se encuentra entre los 30 y 36°C y el pH éptimo entre 3,7 y 4,7 a
concentraciones normales de CO,. Un potencial osmético de -40 bares en el medio es bien

tolerado por el hongo (Domsch et al., 1990)

2.5.3 Mecanismo de accién

Los mecanismos de accion que utilizaria Trichoderma en la planta son: competencia,
produccién de antibiéticos y micoparasitismo. Aunque no todos estos pasos ocurren en una
interaccion en particular en todos los organismos involucrados, la clave es la transferencia de

los nutrientes desde la presa al micoparasito (Campbell, 1989).

La forma de accion de Trichoderma spp. como controlador de otros hongos, es por

competencia y predacion, enrollando su micelio alrededor de las hifas del patdégeno presa
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estrangulandolo. Se ha visto ademas que hifas susceptibles son penetradas, siendo
vacuoladas, colapsando y siendo finalmente desintegradas; posteriormente el micoparasito se
alimenta de este sustrato (Cook y Baker, 1983). Por lo tanto el dafio causado por Trichoderma
al hongo que es colonizado es severo; altera y degrada la pared celular, desorganiza el
citoplasma, retrae la membrana plasmatica de la pared, afecta ademas la replicacién celular
inhibiendo la germinacion de esporas y la elongacion del tubo germinativo. Existen también
algunas especies y razas de Trichoderma capaces de producir antibidticos especialmente a pH
bajos (Cook, 1989). Trichoderma se puede encontrar dentro de la rizésfera y también fuera de

ella; coloniza ésta y protege las raices de las plantas.

2.5.4 Trichoderma como controlador biolégico

Comenzo a ser utilizado en 1960 como degradador de celulosa y desde ese momento,
se ha utilizado en la industria quimica, textil y alimenticia y la del control biolégico (Harman,
1998).

Las razones para utilizar los hongos de este genero son dadas por el alto grado de
adaptabilidad demostradas por su distribucion cosmopolita, en casi todos los suelos del mundo,
bajo diferentes condiciones ambientales y su capacidad de utilizar distintos substratos
utilizables por su caracter de saprofito (capaz de degradar materia organica en
descomposicion). Esto genera su capacidad competidora (Harman, 1998). Ademas, sus
mecanismos de interaccion con el patdogeno y planta, varian dependiendo del patdogeno a
controlar, de la especie de Trichoderma utilizada e incluso del aislado (Stankevicience, et al.,
1999). Todo lo anterior, unido al bajo nivel de riesgo para los mamiferos y el ecosistema, lo

hace uno de los mejores biocontroladores que existen en el mundo.

Han sido numerosos investigadores los que destacan sus propiedades como
controlador biologico, de mdltiples patdogenos de plantas. Esto ha implicado un alto grado de
desarrollo tecnoldgico, que ha dado como resultado en los Ultimos afios la aparicion de

multiples formulados comerciales, de distintas cepas para el control biol6gico de enfermedades.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Desarrollo del ensayo

Este ensayo se realiz6 entre los meses de Septiembre de 2005 y Marzo de 2006, en el
laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca. Se
consideraron dos etapas, siendo la primera la aislaciéon del hongo desde tejido de esparrago
enfermo y la segunda ensayos in vitro e in vivo, con el fin de evaluar tres cepas de Trichoderma

spp. en el control de Stemphylium vesicarium.

3.2 Origen del material vegetal

Los turiones de esparragos utilizados en la evaluacion in vivo, fueron obtenidos de una
esparraguera organica. Esta corresponde a una unidad de validacién administrada por la
Universidad de Talca, establecida durante octubre — noviembre de 1999 con plantas de un afio
del cultivar UC-157 F2. La parcela se encuentra ubicada en el sector de Matancillas (35° 23" de
latitud sur y 71° 50 de longitud oeste), al noroeste de la comuna de Pencahue, provincia de

Talca, VII region.

En relacién a las caracteristicas del suelo, la parcela se sitia en la serie los Puercos,
de origen aluvial; de estratificados profundos; de color pardo oscuro; textura franco arenosa y

franca en profundidad (Ciren, 1985).

Los manejos de fertilizaciébn de esta esparraguera han sido en base a compost

elaborados a partir de guanos y restos vegetales, ademas de guano rojo.
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La mantencién del cultivo corresponde a riegos, los que se han dado de acuerdo a las
condiciones ambientales en las épocas respectivas, ademas de la eliminacion de malezas a

través de picas.

Se han observado dafios a nivel del cuello de los helechos producido por gusanos
cortadores, lo cual ha sido controlado con aplicaciones de Dipel (Bacilius thuringiensis)

3.3 Obtencién de Trichoderma spp.

Se utilizaron en este ensayo tres cepas nativas de Trichoderma spp. y una mezcla de
ellas. Estas cepas fueron aisladas, identificadas, y evaluadas durante tres afios de estudios, a
través de un proyecto de desarrollado en la Universidad de Talca con financiamiento FIA (C98-
1-A-072), siendo seleccionadas por su mayor agresividad y capacidad de colonizar los suelos
en forma natural. Las cepas empleadas en el ensayo corresponden a Sherwood (Trichoderma

virens), Queule (Trichoderma harzianum) y Trailes (Trichoderma parcenamosum).

34 Obtencién del hongo fitopatégeno desde tejido de esparrago infectado

Como se sefiald en un principio, la primera etapa de esta investigacion consistio en el
aislamiento del patdgeno desde turiones de esparragos que presentaban sintomas atribuibles
al hongo Stemphylium vesicarium. Para este fin se recolectaron muestras de esparragueras
ubicadas en el sector de Linares, VIl Region. Estos se almacenaron en bolsas plasticas

dispuestas en neveras para ser llevadas al laboratorio para su analisis.

Desde la zona de avance de la enfermedad se tomo tejido, el que fue lavado con agua
destilada, cortando luego trozos de este de 2 - 5 mm, los que se desinfectaron con etanol al
70%, para eliminar posibles contaminantes. Posteriormente, fueron sembrados colocando
cuatro trozos por cada placa petri, las que tenian como medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA). Estas placas se llevaron a una camara de incubacion a 25°C con el fin de dar las

condiciones adecuadas para que se desarrollara el patégeno.
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Una vez desarrolladas las colonias del hongo, fueron observadas bajo un microscopio
Optico para su identificacion y comprobar si efectivamente se trataba del patdgeno en cuestion.
Para esto se consideraron las caracteristicas de la colonia, morfologia del micelio y el tipo de
conidias. Una vez identificado el patégeno fue replicado en placas petri con PDA, para su

multiplicacion y obtencién de cultivos puros.

3.5 Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron tres, los cuales correspondieron a distintas cepas de
Trichoderma spp. (Cuadro 3.1). Se us6 un tratamiento testigo como referencia del crecimiento

in vitro de Stemphylium vesicarium, sin la presencia del biocontrolador.

Cuadro 3.1 Tratamientos evaluados en el control in vitro de Stemphylium vesicarium, por
cepas nativas de Trichoderma spp.

Tratamientos

T1 Cepa Queule Nativa (T. harzianum)

T2 Cepa Trailes Nativa (T. parcenamosum)

T3 Cepa Sherwood Nativa (T. virens)

Para llevar a cabo la evaluacion, en cada extremo de las placas petri se dispuso, como
lo indica la Figura 3.1, un trozo de agar con el hongo Stemphylium vesicarium y otro con la cepa

de Trichoderma segun el tratamiento que correspondiera. En el caso del testigo, la placa solo se

sembré con un trozo de agar con micelio del patégeno.

16



Figura 3.1 Representacion esquematica del ensayo que indica la ubicacién en las placas petri

de los trozos de agar con micelio de Stemphylium vesicarium y Trichoderma spp.

- Stemphylium
Trichoderma vesicarium

spp.

Placa petri

El ensayo fue realizado bajo dos condiciones de temperatura (ambiente y 4°C),

considerando el rapido crecimiento de Trichoderma spp.

3.5.1 Evaluaciéon

Se midié cada dos dias el crecimiento radial expresado en centimetros (cm) del
patdgeno en cada placa. Las mediciones finalizaron en el momento en que S. vesicarium
correspondiente al tratamiento testigo completé la placa o dejé de crecer. Este valor se

consideré como un 100% de crecimiento 6 0% de inhibicion.

Los porcentajes de inhibicion (I) se calcularon mediante la formula sefialada por Sid
Ahmed et. al., (1999).

I=100- (100 R,/ Ry)
Donde: | = Inhibicién del crecimiento miceliar de S. vesicarium.
R;= Crecimiento radial logrado por el testigo, S. vesicarium (cm).

R,= Crecimiento radial logrado por S. vesicarium ante la presencia de Trichoderma spp.
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3.5.2 Disefio Experimental

Los distintos tratamientos se ordenaron en un Disefio experimental Completamente al
Azar (DCA), con tres tratamientos y cuatro repeticiones, donde cada placa petri correspondi6 a
una unidad experimental. Los porcentajes de inhibicidon se analizaron a través de un analisis de
varianza (ANDEVA) utilizando el programa estadistico Statgraphics Plus. Para una mayor

precision, las medias fueron comparadas a través de la prueba de Tukey (HSD) (p< 0.05).

3.6 Evaluacion in vivo

Este ensayo se realizé en forma paralela al anterior, entre los meses de Noviembre y
Diciembre de 2005. Se emplearon esparragos, seleccionando una cantidad de 300 turiones, los
que se agruparon en 5 tratamientos, con 60 turiones cada uno de ellos, se trataron con las

distintas cepas de Trichoderma evaluadas in vitro, siendo luego inoculados con el patégeno.

Las inoculaciones, incubacion y posterior evaluacion, se llevaron a cabo en el

Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de Talca.

3.6.1 Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron cinco; los que se indican en el cuadro 3.2. Se incluy6

un testigo sin aplicacion y una mezcla de las tres cepas.
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Cuadro 3.2 Tratamientos evaluados en el control in vivo de Stemphylium vesicarium, por

cepas nativas de Trichoderma spp.

Tratamientos Dosis
(Conidias/ml)
T1 Testigo 0
T2 (a) Cepa Queule Nativa (T. harzianum) 10°
T3 (b) Cepa Trailes Nativa (T. parcenamosum) 10°
T4 (c) Cepa Sherwood Nativa (T. virens) 10°
T5 Mezcla (a+b+c) 10°

Los turiones se sumergieron por un minuto en una suspension de conidias ya sea de la
cepa de Trichoderma correspondiente, la mezcla de ellas, o0 en agua (testigo) segun el
tratamiento. Posteriormente fueron asperjados con una suspensiéon en agua destilada estéril de
conidias del patégeno en concentracion 10° conidias/ml. Esta se preparé a partir de los aislados

obtenidos de Stemphylium vesicarium, segun lo indicado para los ensayos in vitro.

3.6.2 Evaluacién

Los turiones inoculados se mantuvieron a temperatura ambiente. A los 7 dias pos-
inoculacién se procedio a contabilizar aquellos que presentaban sintomas de Mancha Purpura
en cada unidad experimental. Este valor se expres6 como incidencia de acuerdo a la formula

empleada por Ogawa (1986), la que se expreso en porcentaje:

Incidencia (I) = (N° de individuos afectados / Total de individuos) * 100
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3.6.3 Disefio Experimental y Andlisis de resultados

Los distintos tratamientos se ordenaron en un Disefio Completamente al Azar, con cinco
tratamientos y cuatro repeticiones. Cada unidad experimental correspondi6 a 60 turiones.

Los porcentajes de incidencia fueron transformados a valores angulares (Arcsen
(%/100)1’2), de manera de homogenizar las varianzas. Luego se analizaron por medio de un

ANDEVA.

Como el ANDEVA resultd ser significativo se realiz6 la separacién de medias y fueron

comparadas a través de la prueba de Tukey (HSD) (p< 0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion del efecto inhibitorio de las cepas nativas de Trichoderma spp.

Queule, Trailes, Sherwood, sobre el crecimiento in_ vitro de Stemphylium

vesicarium

4,11 Evaluacién atemperatura ambiente

El desarrollo micelial de Stemphylium vesicarium en las placas petri, fue medido cada
dos dias, por un periodo de dos semanas, desde el 2 al 16 de septiembre de 2005, momento en
que el tratamiento testigo detuvo su crecimiento. En todos los tratamientos fue posible observar
desarrollo de Stemphylium vesicarium, lo que indica que ninguna de las cepas de Trichoderma

spp. fue capaz de inhibir en un 100% el crecimiento del patégeno.

Al analizar el Cuadro 4.1, no se observan diferencias estadisticas entre las distintas
cepas nativas de Trichoderma spp. presentando valores de inhibicién del patégeno por sobre el
50%.

En términos absolutos, las tres cepas obtuvieron buenos resultados fluctuando el
porcentaje de inhibicién entre 55 y 62,5%. Este dltimo corresponde a T. virens que fue la cepa
que obtuvo un mayor desarrollo micelial, provocando una reduccion del tamafio de la colonia del
patégeno. Coincide con lo expresado por Cook (1989), quien sefiala el rapido crecimiento de
colonias de Trichoderma, con micelio compacto y coloracion verde. Ademas concuerda con las
investigaciones realizadas por la Universidad de Talca, a través del proyecto FIA C98-1-A-072
“Evaluacion de formulaciones de microorganismos para el control de enfermedades y plagas de
importancia regional” (Informe Final, 2001), en donde se demuestra la actividad in vitro de
distintas cepas de Trichoderma, destacandose la cepa Sherwood de T. virens en la inhibicion

del crecimiento de otros hongos fitopatégenos como B. cinerea.
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Cuadro 4.1 Inhibicién del crecimiento de Stemphylium vesicarium por distintas cepas nativas de
Trichoderma spp., incubados in vitro por 14 dias a temperatura ambiente.

Tratamietos Inhibicion (%)"
Cepa Queule Nativa (T. harzianum) 55,0
Cepa Trailes Nativa (T.parcenamosum) 61,0
Cepa Sherwood Nativa (T. virens) 62,5
Significancia n.s

! Porcentaje de inhibicién con respecto al testigo de S. vesicarium el cual crecié en las mismas
condiciones de incubacion pero sin la presencia del hongo biocontrolador.
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Figura 4.1 Porcentajes de inhibicién del crecimiento de Stemphylium vesicarium por distintas
cepas nativas de Trichoderma spp. a temperatura ambiente.

En la Figura 4.1 se aprecian los valores de inhibicién para las distintas fechas de
evaluacién, observandose una rapida accién biocontroladora por parte de las cepas de
Trichoderma. Es asi como T. virens muestra en las primeras dos evaluaciones ( 2 y 4 dias
postsiembra) el mayor porcentaje inhibitorio y a partir de la tercera evaluacién T parcenamosum
y T.harzianum ( 6 dias postsiembra) comienzan a comportarse de manera similar a la anterior.

Al finalizar el ensayo las tres cepas igualan su accion inhibitoria.
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4.1.2 Evaluacion a 4°C

Al igual que en la evaluacién anterior, se midi6 el desarrollo de Stemphylium vesicarium
en los distintos tratamientos, con una frecuencia de dos dias. Luego de 85 dias de incubacién
de las placas petri a 4°C, periodo comprendido entre el 2 de septiembre y 25 de noviembre de

2005, se finaliz6 el ensayo al observar una detencion en el crecimiento del tratamiento testigo.
El Cuadro 4.2 presenta los resultados finales de este ensayo.

Cuadro 4.2 Efecto inhibitorio de tres cepas de Trichoderma sobre S. vesicarium incubados in
vitro por 85 dias a 4°C.

Tratamientos Inhibicion (%)"
Cepa Trailes Nativa (T.parcenamosum) 54
Cepa Queule Nativa (T.harzianum) 0
Cepa Sherwood Nativa (T. virens) 3,3

Significancia n.s

! Porcentaje de inhibicién con respecto al testigo de S. vesicarium el cual crecié en las mismas
condiciones de incubacioén pero sin la presencia del hongo biocontrolador.
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Figura 4.2 Porcentajes de inhibicién del crecimiento de S. vesicarium por distintas cepas
nativas de Trichoderma spp. a 4°C.
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Del cuadro 4.2 se desprende que no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos.
Dos de las cepas nativas de Trichoderma spp. evaluadas arrojan porcentajes de inhibicién muy
bajos, y una nulo al final del ensayo, lo que demuestra que éstas, no tuvieron la capacidad de
inhibir el desarrollo del patégeno, pudiendo ser las bajas temperaturas un factor relevante que
afect6 su accién inhibitoria. Estos resultados se contraponen a los obtenidos por Castillo (2004);
quien evallo el control in vitro de las mismas cepas a 4°C sobre Sclerotium rolfsii. Aqui el
porcentaje mas bajo de inhibicién correspondio a T. virens (45,8%) y el mayor a T. harzianum
(67,2%), no observandose un efecto de la temperatura sobre la accion del biocontrolador.
Rodriguez y Arcia (1993, a, b), indican que las temperaturas requeridas para el crecimiento de
Trichoderma (25 a 30°C) no son necesariamente las optimas para expresar su antagonismo, ya
que esas mismas cepas de Trichoderma mostraron una habilidad antagonica practicamente
nula a 30°C. Puntualmente en este estudio el antagonista enfrentado a Stemphylium

vesicarium, requeriria de altas temperaturas para inhibir eficazmente al patégeno.

La Figura 4.2 muestra la evolucion de los porcentajes de inhibicion en el tiempo. En el se
observa que desde la segunda semana de evaluacion (14 dias postsiembra) las tres cepas
tienen un notorio descenso en su poder inhibitorio, siendo T. parcenamosum la que presenta
una caida mas brusca. Por otra parte, T. harzianum y T. virens tienden durante todo el ensayo a
comportarse en forma similar, si bien también muestran una disminucién en su accion inhibitoria
a través del tiempo, con una mayor reduccién en los Ultimos dias del ensayo. Finalmente las

tres terminan en valores cercanos a cero.

Si bien en un comienzo todas las cepas de Trichoderma spp. presentaron un antagonismo
frente al patdgeno, durante el ensayo no mostraron un abundante crecimiento micelial lo que
problablemente influyé en que no produjeran una inhibiciéon del crecimiento de S. vesicarium.
Por lo anterior podria deducirse que a esta temperatura, las cepas de Trichoderma spp., ven
afectada su accion, no actuando por competencia, sino que empleando otro mecanismo.
Aunque escasa, la inhibicibn observada en el primer mes del ensayo, podria deberse a la
sintesis de antibidticos liberados por parte de Trichoderma que difunden a través del agar,
limitando el crecimiento de S. vesicarium. McAllister et al. (1994), indican que en la relacion
antagonica Trichoderma- Glomus mossae, no se observa enrollamiento del micelio, a pesar de
estar las hifas del biocontrolador en contacto con las de Glomus, aseverando que el mecanismo

de accidn no seria el micoparasitismo, sino la produccién de antibiéticos peptidicos.
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4.2 Evaluaciéon de la actividad preventiva de las cepas nativas de Trichoderma spp.

sobre inoculaciones artificiales de Stemphylium vesicarium en turiones de

esparragos.

Durante 7 dias (25 de octubre al 1 de noviembre de 2005) se evalud la incidencia de
Mancha Purpura sobre turiones tratados en preinfeccion con distintas cepas de Trichoderma
spp. y su mezcla. Lo anterior con el fin de determinar la efectividad del antagonista como
alternativa de control preventivo de esta patologia.
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Figura 4.3 Efecto biocontrolador de tres cepas nativas de Trichoderma spp., y una mezcla de
ellas, sobre la incidencia de la enfermedad Mancha purpura en turiones de esparragos
artificialmente inoculados con S. vesicarium.

La Figura 4.3 muestra diferencias estadisticas altamente significativas entre los
tratamientos, siendo el tratamiento testigo el con mayor porcentaje de incidencia (78%). Sin
embargo tanto las tres cepas de Trichoderma spp., como la mezcla de ellas, fueron
estadisticamente similares.

Si bien T. harzianum arroj6é un porcentaje de incidencia de 36% no fue la mas efectiva
para este estudio, pero si lo ha sido para otras evaluaciones realizadas. Sid Ahmed et al., 2000,
evaluaron la induccién de un sistema de resistencia en plantas de pimenton (Capsicum annum),

sefialando que aplicaciones de Trichoderma harzianum inducen un sistema de defensa de la
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planta en contra de P. capsici, reduciendo a la mitad la necrosis del tallo, sintoma que provoca

la caida de plantas en pimentdn causada por este hongo.

Como dato anexo, se observé que aquellos turiones que fueron asperjados con la
mezcla del biocontrolador, presentaron una apariencia bastante deshidratada, en comparacion
con los demas tratamientos, en donde los turiones conservaron un aspecto fresco, menos

deshidratado.

4.3 Comparacién de la actividad biocontroladora in vitro vy en turiones de las cepas

nativas de Trichoderma spp. sobre S. vesicarium.

La capacidad inhibidora por parte de las cepas nativas de Trichoderma spp., Sherwood,
Trailes y Queule evaluadas, fue lograda a temperatura ambiente. A 4°C hubo poco desarrollo
micelial del biocontrolador, y escasa o nula inhibicién por parte de éstas del desarrollo del
patégeno. De acuerdo a esto, la temperatura de incubacién en el caso de este ensayo, seria un

factor limitante al momento de inhibir la accién de Stemphylium vesicarium.

A temperatura ambiente se generan las condiciones éptimas para el desarrollo miceliar
y esporulacion de Trichoderma, inhibiendo eficazmente a S. vesicarium. Asi este coloniza el
micelio del patdgeno y esporula en forma abundante, actuando por competencia (de espacio y
nutrientes) y parasitismo (Sid Ahmed et al., 1993). Por el contrario a 4°C, la escasa inhibicion se
explicaria por el mecanismo de antibiosis. De acuerdo a los resultados obtenidos en este
ensayo, a esta Ultima temperatura las distintas cepas del biocontrolador pierden la capacidad de

actuar por competencia al verse limitado su crecimiento.

Segun Benages, (1990) el hongo Stemphylium vesicarium se desarrolla bien en
condiciones de alta humedad y temperaturas moderadas, entre 18° y 25°C. Sin embargo, bajo
las condiciones de este ensayo se logré observar el desarrollo del patdgeno a una temperatura

de incubacion a 4°C.
De la evaluacion in vivo se obtiene como resultado que todas las cepas de Trichoderma

spp, son biocontroladores efectivos en el control preventivo de Mancha Puarpura en turiones. Al

emplear una mezcla de las tres cepas del biocontrolador, se logré también un buen efecto.
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V. CONCLUSIONES

Las tres cepas nativas Queule (T. harzianum), Trailes (T. parcenamosum) y Sherwood
(T. virens), cada una en forma individual, presentan capacidad biocontroladora in vitro

sobre el patégeno Stemphylium vesicarium, bajo condiciones de incubacién a

temperatura ambiente.

A 4°C la capacidad de inhibicion por parte de las cepas de Trichoderma es nula.

Las tres cepas nativas de Trichoderma spp., y su mezcla presentan una accion

preventiva sobre inoculaciones artificiales de Stemphylium vesicarium en turiones de

esparragos.
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