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RESUMEN

Fragaria chiloensis es una especie frutal nativa de Chile que tiene el potencial de
convertirse en un cultivo comercial. Para investigar el impacto de la aplicacién del hongo del
suelo Trichoderma sobre el crecimiento de F. chiloensis sometida a estrés, se realizaron dos
ensayos, en el invernadero de la U. de Talca, séptima region y en un huerto comercial de la
Comuna de Contulmo, octava region. Se utilizaron plantas de Fragaria chiloensis (L.) Duch,
provenientes del mismo huerto, de un afio de edad y cepas de Trichoderma harzianum,
proveidas por Bioinsumos Nativa, a una concentracién de 10° conidias/ml de solucién. En
Talca, previo a la plantacion, se realizé una inmersion de raices (T1) en una solucién de 1L/h4,
durante 15 segundos. A la plantacion se aplicaron dos niveles de Trichoderma: 0 Lha; 1L/ha
(TO; T1) a la corona y raices, ademas de la inmersién radical. En floracibn se aplicé
nuevamente Trichoderma harzianum a la corona. Luego de 30 dias de establecidas las
plantas con el hongo, se aplicaron tres niveles de sal (NaCl), durante el riego: 0, 4 y 8 g, un
estrés abibtico que debiera disminuir el crecimiento en 0, 25 y 50%. La interaccion de los
factores aumentd en (73; 47 y 54%) la presencia de raices (N° de raices / 5 mm?) en tres
periodos de medicion (13/09 a 07/11; 14/11 a 17/12; 13/09 a 03/03) a una profundidad de 0-10
cm. La interaccién, estimuldé el peso fresco de laminas (182%), peciolos (113%), raiz
secundaria (108%) y total (127%) de las estructuras vegetales. En peso seco aumenté sélo
lamina (114%) y peciolo(120%). En materia seca, la presencia de los factores sélo tuvo
incidencia sobre peciolo (7%). El factor Trichoderma incrementd la presencia de raices (N° de
raices / 5 mm?) a una profundidad de 0-10 cm, en cuatro periodos de medicién (13/09 a 07/11;
14/11 a 17/12; 27/12 a 03/03 y 13/09 a 03/03) y a una profundidad de 11-30 cm en solo un
periodo de medicién (27/12 a 03/03). Trichoderma aumento el peso fresco de lamina, corona,
raiz primaria y secundaria, asi como total. Solo peciolo vio disminuido su peso fresco en
presencia del hongo. Se incrementd significativamente el peso seco de: lamina, peciolo, raiz
principal y secundaria, asi como total. En materia seca lamina, peciolo, raiz principal y
secundaria se vieron favorecidos por la accion de Trichoderma harzianum. El factor salinidad,
con el nivel SO, aumento la presencia de raices (N° de raices / 5 mm?) en tres periodos de
medicion (13/09 a 7/11; 14/11 a 17/12; 13/09 a 03/03) a 0-10 cm de profundidad. En peso
fresco soélo se incrementd en raiz secundaria y total; mientras en peso seco, la salinidad no
afect6 significancia ninguna variable. En materia seca, solo peciolo aumentd su proporcién con
el nivel S1. En Contulmo no se obtuvieron efectos significativos ni con cada factor por
separado ni en la interaccién de los factores, sobre el crecimiento aéreo y radical de Fragaria
chiloensis (L.) Duch. Trichoderma, al crecer en asociacién con Fragaria chiloensis (L.)
Duch., influyé significativamente en el crecimiento aéreo y radical, esta asociacién fue
favorecida cuando la planta fue sometida a condiciones de estrés salino.

Trichoderma harzianum; Fragaria chiloensis (L.) Duch; U de Talca; Contulmo; Bio

Insumos Nativa.



Abstract

Fragaria chiloensis is a native species of Chile that has the potential to become commercial
crop. To investigate the impact of the soil borne fungus Trichoderma, trials were carried out in
the greenhouse of the Universidad de Talca (Seventh Region) and in a commercial orchard in
the County of Contulmo (VIlith Region). One-year old plants were used — Fragaria chiloensis
L. (Duch) (Accession PUR), which were collected from the orchard used for field trials.
Trichoderma harzianum were used at a concentration of 10° conidias/ml solution and were
provided by Bioinsumos Nativa (San Javier, Vlith Region. In Talca, before planting, a root
immersion was carried out in a solution of 1L/ha for fifteen seconds. At time of planting, two
levels of Trichoderma harzianum were applied to crowns and roots of the plants: 0 and 1L/ha,
besides root/crown immersion. During flowering, Trichoderma harzianum was again applied to
the crowns. Thirty days after planting with the fungus, three levels of salt were added (NaCl)
through the watering process: 0, 4 or 8 g. These salts represent a bhiotic stress which would
reduce growth between 25% and 50%. Interaction of factors increased presence of roots (Root
number/ 5 mm?) by 73, 47 and 54% in three periods (9/13-11/7; 11/14-12/17 and 13/9-0/03) in
the 0 to 10 cm depth. The interaction Salt/Trichoderma increased leaf fresh weight(182%),
petioles (113%), secondary root (108%) and total plant structures (127%). In dry weight, only
leaves and petioles increased (114 and 120%, respectively). In dry matter, the factors only had
a significant effect on petioles (7%). Trichoderma harzianum increased root presence in the
0-10 cm depth in four measuring periods (from September 13" until November 7"; from
November 14" until December 17"; from December 27 ™ until March 3 ™ and from 13"
September until March 3“’); while for the 11 to 30cm depth it only increased root presence in
one measuring period (12/27-3/3). Trichoderma harzianum increased fresh weight of leaves,
crowns, primary and secondary roots and total. Only petioles decreased their fresh weight when
the fungus was present. The fungus increased dry weight of leaves, petioles, primary and
secondary roots and total. In dry matter leaves, petioles, primary and secondary roots were
favored by the Trichoderma harzianum’ action. The salinity factor, with level SO, increased the
presence of roots in the same three measuring periods, in the 0-10 cm depth. In fresh weight,
only secondary root and total plant growth were increased; in dry weight, salinity had no effect
in its levels SO and S1. In dry matter, only petioles increased their proportion with S1 level. In
Contulmo, no differences were obtained from the interaction of factors or acting separately.
Trichoderma harzianum, when growing in association with Fragaria chiloensis, had a
significant influence upon the aerial and radical growth of this plant. This association was

favored when the plants were subjected to salinity stress.

Fragaria chiloensis L. (Duch); Trichoderma harzianum; Universidad de Talca; Contulmo;

Bioinsumos Nativa.
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1. INTRODUCCION

Las raices de las plantas proveen de un habitat sustentable para el desarrollo de microorganismos.
Un numero particularmente alto de organismos vivos son encontrados en las cercanias de éstas.
Las interacciones entre microorganismos del suelo y raices de plantas satisfacen requerimientos
nutricionales, tanto para los microorganismos asociados como para las plantas (Starkey, 1958). La
densidad de los microorganismos es alta en la rizosfera del suelo, la cual es definida como una
delgada capa de suelo adherida al sistema radical después de remover el suelo suelto (Atlas,
1987). Una caracteristica de la rizosfera es que en ella existen numerosos microorganismos en
mayor densidad que en el suelo normal, tales como: bacterias, hongos benéficos, no benéficos y
micro fauna. Los hongos benéficos no causan enfermedades a las plantas y contribuyen a su
nutricion.  Existen organismos, como es el caso de los hongos pertenecientes al género
Trichoderma, que generan mutualismo con plantas, incrementando la resistencia de éstas al
ataque de patdgenos. Trichoderma es un hongo que se puede encontrar tanto fuera como dentro
de la rizosfera (Beagle-Ristaino y Papavizas, 1985; Papavizas, 1981); es en esta ultima zona
donde puede colonizar y proteger las raices de las plantas (Lorito et al., 1993). Ademas, se ha
descubierto recientemente que Trichoderma posee la capacidad de potenciar el crecimiento en un
amplio rango de plantas, incluyendo especies tales como: crisantemo (Dendrathema grandiflora),
radichio (Raphanus sativus), tabaco (Nicotiana sp.), y tomate (Lycopersicum esculentum). Baker et
al., 1984; Chang et al., 1986; Paulitz et al., 1986; Baker 1988, han demostrado que la capacidad de
incrementar el crecimiento (por parte de Trichoderma spp.) depende particularmente del cultivo. El
cultivo de Fragaria chiloensis se desarrolla en forma artesanal; asi, no existen practicas culturales
que permitan manejar de forma adecuada condiciones de estrés bidticas y abidticas que afectan
su o6ptimo crecimiento. Trichoderma harzianum se podria establecer como una opcién dentro del
manejo productivo. De aqui el interés en determinar si Fragaria chiloensis es una especie con la
cual Trichoderma harzianum pueda crear una relacion mutualista, donde se vean beneficiados el

crecimiento aéreo y radical de la planta y el crecimiento del hongo.

Una condicion bidtica, posible de manejar con aplicaciones de Trichoderma, es el ataque
de patégenos que aumentan las pérdidas de plantas, teniendo su directa consecuencia en una
merma en el rendimiento. Por otra parte Fragaria spp. es un grupo de especies de reconocida
susceptibilidad a la salinidad, condiciéon que reduce su 6ptimo crecimiento. Asi la planta debera
destinar mayor energia en controlar el estrés antes que a potenciar todos los procesos fisioldgicos

tendientes a un mayor rendimiento.



De acuerdo a los antecedentes expuestos para la presente investigacion, se plantea la

siguiente hipdtesis:

Trichoderma, al crecer asociado a las raices de las plantas en una relacién mutualista,
podria determinar un mayor crecimiento aéreo y radical. Este estimulo podria ser ain mayor en

Fragaria chiloensis sometida a estrés, respecto a plantas creciendo en condiciones 6ptimas.

De acuerdo a lo anterior se ha planteado como objetivo general:

Determinar si la asociacién de Trichoderma harzianum con la raiz de Fragaria chiloensis,
potencia el crecimiento aéreo y radical, y si esta interaccion se ve favorecida ante condiciones de

estrés.

Como objetivos especificos se tiene:

Cuantificar el crecimiento aéreo, radical y la distribucién de materia seca en plantas de
Fragaria chiloensis creciendo en cajas de vidrio, en el invernadero de la U. de Talca, como
consecuencia de la presencia de Trichoderma harzianum, sometida a condiciones abidticas

(salinidad) de estrés. (Ensayo invernadero, Talca, VIl Region)

Cuantificar el crecimiento vegetativo en plantas de Fragaria chiloensis creciendo en terreno,
sometidas a condiciones abidticas de estrés (salinidad) como consecuencia de la presencia de

Trichoderma harzianum. (Ensayo en campo, Contulmo VIII Regién)



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales

Las frutillas modernas tienen un origen relativamente reciente (siglo XIX), pero las formas
silvestres son nativas de casi todo el mundo, excepto Africa, Australia y Nueva Zelandia (Villagran,
1994).

La Frutilla Chilena (Fragaria chiloensis (L.) Duch.) es una de las frutillas octoploides en el
mundo. En América del Norte esta distribuida en las playas, desde Alaska a Santa Barbara,
California (Reed, 1996). En América del Sur, F. chiloensis es abundante a lo largo de playas e islas
en las costas de Chile, en la Cordillera de los Andes desde el sur de Concepcién a Coyhaique, en
la ladera oeste en Argentina y en las cumbres de la cordillera de Hawaii (Galletta y Bringhurst,
1990). Los nativos de Chile recolectaban y cultivaban tipos superiores de frutilla chilena a la
llegada de los conquistadores espafioles a mediados del siglo XVI (Lee, 1966). Los espafioles
apreciaron el tamafio y sabor de la frutilla de Chile y llevaron plantas a Pert en 1557. Algunas de
las plantas cultivadas en Concepcién fueron exportadas a Francia por el Teniente Coronel Amedeé
Francois Frezier en 1714 (Lee, 1966). Desde Paris, la frutilla Chilena fue distribuida a jardines
botanicos y horticolas en Holanda, Inglaterra, Bélgica y Alemania. En la mayoria de las localidades
de Europa, excepto en Brest, las plantas presentaban un desarrollo vegetativo vigoroso pero no
produccion frutal (Galletta y Bringhurst, 1990). En ésta, y especialmente cercano a la comunidad
de Plougastel, los granjeros podian vencer la esterilidad de las plantas chilenas interplantandolas
con polinizadores de F. moschata o F. Virginiana.

La famosa frutilla de “Plougastel” de la Bretafia francesa se desarrollé6 de un cruzamiento
de Fragaria chiloensis x F. virginiana mediante polinizacion natural alrededor de 1750; ello dié
origen a una plantula hibrida, Fragaria x ananassa, conocida por todos hoy dia como la frutilla

comercial (Galletta y Bringhurst, 1990).



2.2 Sistema radical de Fragaria spp.

Las raices que se desarrollan directamente desde la corona son llamadas raices primarias
0 raices estructurales. Las raices primarias contienen un cilindro central o estela. Una raiz
saludable presenta un cilindro central de color blanco a marfil; el cual se muestra decolorado
cuando la raiz esta enferma. El conducto de transporte o estela sirve para translocar los nutrientes
en forma ascendente y los productos fotosintéticos en forma descendente, donde son
almacenados en forma de almidén en las coronas y raices. El almacenaje de almidén ocurre
cuando la temperatura esta bajo 7,2°C. Cuando las plantas reciben adecuadas condiciones de frio,
la acumulacién de almidon hace de soporte para el desarrollo vigoroso después del transplante
(Strand, 1994). Las raices primarias normalmente viven por un afio, pero pueden morir en un par
de semanas debido a condiciones de estrés por enfermedades o al persistir condiciones adversas
por mucho tiempo (Galletta y Bringhurst, 1990).

Desde las raices primarias se desarrollan las raices secundarias, o raices blancas o
absorbentes. Ellas absorben agua y nutrientes desde el suelo, transfiriendo estos componentes
hacia las raices primarias. Estas raices viven por un periodo de dias y son constantemente
reemplazadas. La destruccién de las raices absorbentes por enfermedades o por condiciones
adversas reduce notoriamente la absorciéon de agua y nutrientes por parte de la planta (Strand,
1994).

El tamafio del sistema radical va a depender del medio ambiente donde se desarrollen,
ademas del vigor natural que expresen sus genes. Varios estudios han demostrado que las raices
de Fragaria spp. pueden penetrar el suelo a una profundidad de 100 cm. Normalmente un 50% a
90% de las raices se ubican en los 15 cm primeros de profundidad. La penetracion de las raices es

mayor en suelos con mayor porosidad (Galletta y Bringhurst, 1990).

El sistema radical llega a estabilizarse a los 2 a 3 meses después del transplante. Las
raices crecen cuando el suelo tiene una temperatura mayor a 7,2 °C; el crecimiento es mucho mas

rapido cuando el suelo tiene una temperatura de 13°C (Strand, 1994).



2.3 Requerimientos ambientales de Fragaria spp.

El clima elegido para la plantacién debe ser benigno, con temperaturas que fluctien entre 5
y 25°C. Este debe permitir que se cumpla el requerimiento de horas de frio (100 a 400 horas bajo
10°C para romper el receso invernal); también debe haber luminosidad suficiente para la
maduracioén de los frutos, lo que afecta directamente el sabor de ellos. Se requiere de un régimen
de lluvias y una humedad del aire moderada, ya que puede aumentar la incidencia de
enfermedades criptogamicas por humedad excesiva (Lavin y Maureira, 2000).

El abastecimiento de agua es imprescindible y se debe disponer de ella en cantidad
apropiada. Fragaria chiloensis ha demostrado ser la especie del género mas tolerante a la sequia.
Esto se debe a que posee una cuticula gruesa, estomas mas hundidos, pequefos y en menor
numero por hoja; todo lo que implica una reduccién de la transpiracion foliar (Staudt, 1989).

Fragaria spp se adapta a suelos de diversas caracteristicas, pero prospera en forma
6ptima en aquellos con textura franco arenosa o areno-arcillosa o aun en suelos arenosos, siempre
y cuando disponga de la humedad suficiente. El equilibrio quimico de los elementos nutritivos se
considera mas favorable que una concentracién adecuada de los mismos. La granulometria 6ptima
del suelo es 50% de arena silicea, 20% de arcilla, 15% de calizas y 5% de materia organica. El pH
optimo es 6,5 a 7,5, aunque prospera bien en pH de 5,5 a 6,5 (Proexant, 2004). El suelo debe estar

libre de malezas y es preferible que haya sido desinfectado (Lavin y Maureira, 2000).

2.4 Salinidad y Crecimiento de Fragaria spp.

Las inhibiciones del crecimiento radical por salinidad reducen el volumen de suelo que
puede ser explorado y la capacidad de captar agua y minerales por parte de las raices. La
disminucién de elementos nutricionales contribuye a la reduccién de crecimiento de brotes (Delane
et al., 1982; Pitman, 1984; Bernstein et al., 1993). La solucion salina impone dos tipos de estrés al
crecimiento de la planta: 1) estrés osmatico, resultando un menor potencial hidrico en el medio de
crecimiento de las raices; 2) estrés idnico, induce cambios en las concentraciones de iones
especificos en el medio de crecimiento de las raices (Delane et al., 1982).

Usualmente la salinidad es medida en unidades de conductividad eléctrica (Rhoades,
1976). La conductividad eléctrica en soluciones se define como la capacidad que tiene esta para
conducir la corriente eléctrica. Una solucion puede conducir la corriente eléctrica cuando contiene

particulas cargadas o iones (Bruna et al., 2002).



La conductividad eléctrica expresa la salinidad del suelo, la que en el caso de la frutilla
debe ser inferior a 1,5 mmhos o 1,5 dS/m. Este aspecto es de gran importancia para el crecimiento
de la planta, ya que es muy sensible a sales (especialmente Na y CI) (Lavin y Maureira, 2000).
Estudios demuestran que si la planta de frutilla comercial se somete a una conductividad de 1,7
dS/m o de 1,2 dS/m el rendimiento disminuye en un 50 y 25% respectivamente (Irrigation Water
Quality Standards, 1998).

La conductividad eléctrica del suelo en la zona radical de una planta es muy variable pues
depende de la cantidad y calidad del agua de riego y de la evapotranspiracion del cultivo. Por lo
tanto, si la cantidad de agua aportada es constante, las plantas mas desarrolladas transpiran en
mayor cantidad, provocando una concentracion mayor de sales en la zona radical (Ferreyra et al.,
1998).

La planta funciona con normalidad si la presioén hidrica del suelo es intermedia al no haber
una elevada concentracién de sales. Sin embargo, si la concentracidon de sales en el suelo es muy
alta, ello disminuye la presién hidrica del mismo, tendiendo a ser menor que la presion total dentro
de la raiz. En este caso la planta se marchita pues no consigue entrar agua y las raices sufren
desecaciones y quemaduras por toxicidad de los elementos que se encuentran en el suelo (Guri,
2002).

2.5 Interaccion entre plantas y microorganismos del suelo

Las interacciones entre las plantas y los organismos del suelo, han sido reconocidas por su
importancia en la nutricibn mineral (Bever, 1994). Cerca del 90% de las taxas de plantas
vasculares poseen relaciones simbidticas con microorganismos (Mousain, 1997). Entre los
microorganismos mas comunmente asociados a la nutricion de las plantas podemos mencionar a:
Rhizobium, micorrizas y Cianobacterias.

El que un organismo pueda crecer en la rizésfera, no implica que provea control biolégico o
promueva el crecimiento de la planta. Ademas un controlador biolégico probado puede no ser

siempre capaz de colonizar la rizésfera o proveer estimulacion del crecimiento (Whipps, 2001).



2.5.1 Trichoderma

Respecto a las interacciones mutualistas entre plantas y hongos, el ejemplo mas conocido
es el de las micorrizas, el cual tiene su mayor efecto sobre la nutricion de las plantas. Sin
embargo, existen otros organismos que también generan mutualismo con plantas, incrementando
la resistencia de estas al ataque de patégenos, como es el caso de los hongos del género
Trichoderma (Mousain, 1997).

Trichoderma es un hongo perteneciente a los Deuteromycetes, familia Moniliales. Es
cosmopolita, pues esta presente en casi todos los suelos y habitat (Harman et al., 2003). Posee
capacidad saprofitica y rapido crecimiento, pudiendo colonizar las raices de las plantas (Harman et
al., 2003).

2.5.2 Teorias sobre el mecanismo de accién de Trichoderma: La estimulacion del crecimiento
de raices por efecto de la presencia de Trichoderma, fue reportada por Bjorkman et al., (1995). En
experimentos de invernadero en plantas de maiz, el peso de raices a los 21 dias después de
plantacién e inoculaciéon era un 50% mayor que las plantas testigo, mientras que la exploracion del
suelo fue 40% mayor. La colonizacion de las raices por Trichoderma se relacion6 con la edad de
éstas, siendo mayor en sus partes mas viejas, si bien lograba colonizar incluso el apice radical con
poblaciones dos ordenes menor al de las raices viejas.

El mecanismo de acciéon no ha sido identificado, pero el hongo es capaz de acidificar la
rizosfera en aproximadamente 0,1 unidades de pH, lo que podria aumentar el crecimiento debido a
una mejor absorcién de iones (Bjorkman et al., 1995). Otra opcion para la estimulaciéon del
crecimiento, es la que se basa en la nutriciéon. Aparentemente Trichoderma secuestra P soluble en
el micelio. Ademas es capaz de crecer a lo largo de las raices durante su elongacion, colonizando
asi todo el sistema radical (Sivan y Harman, 1991). Asi, a medida que el micelio se va degradando
por la edad, el P queda disponible en forma inmediata para las plantas. Los patégenos Pythium y
Rhizoctonia son incapaces de solubilizar fosfato, lo que le da Trichoderma una alta eficiencia
competitiva en la supresion de enfermedades en las plantas (Altomare, 1999).

Windham et al., (1986) y Bjorkman et al., (1998) sefalan que el mecanismo de
Trichoderma, para aumentar el crecimiento de la planta, se basa en la aceleracién de la elongacion
celular en el apice de las raices. Este incremento segun Blanchard y Bjérkman, (1996), seria

independiente de la tasa de produccion de auxinas.



El efecto de Trichoderma podria deberse a cambios metabdlicos en la planta; asi, varios
estudios muestran que la colonizacién de raices con Trichoderma aumenta los niveles de enzimas
vegetales, incluyendo peroxidasas, quitinasas, B- 1,3 glucanasas, lipoxigenasas e hidroxigenasas
(Howell et al., 2000; Yedidia et al., 1999). Las peroxidasas son enzimas que en su estructura
contienen hierro. Localizada en la pared de la célula vegetal, su funcion se relaciona con la
produccion de moléculas de agua a partir de O, y NADH. Las quitinasas, - 1,3 glucanasas,
lipoxigenasas e hidroxigenasas, son sintetizdas por la planta cuando ésta es atacada por hongos
para degradar las paredes de los agentes invasores (Salisbury, 1994). En pepino, la adiciéon de
Trichoderma T — 203, incrementd la produccion de fenilalanina amonio liasa, tanto en raices como
en brotes, pero luego de dos dias esta volvid a su nivel basal en ambos érganos (Yedidia et al.,
1999). Esta enzima se encarga de catalizar la conversion del aminoacido esencial fenilalanina en
proteina (Salisbury, 1994).

La colonizacion de raices con Trichoderma T-203 induce cambios significativos en el
metabolismo. Plantas de maiz (Zea mays spp.) de cinco dias de crecimiento, fueron tratadas con y
sin Trichoderma T-22. Las plantas fueron fraccionadas con gel en una electroforesis de dos
dimensiones. Aproximadamente un 40% de las proteinas que fueron visibles en presencia de
Trichoderma T-22 no fueron visibles en el gel que contenia las proteinas de las plantas no tratadas
con Trichoderma (Harman et al., 2004) esto indicaria que este hongo modifica fuertemente el

metabolismo de las plantas, lo cual en muchos casos puede ser beneficioso.

La estimulacién del crecimiento seria un proceso comun en Trichoderma, ya que se ha
reportado dicho efecto en varias especies, entre ellas: T. harzianum (Chang et al., 1986; Invar et
al., 1994), T. virens (Ousley et al., 1993, 1994), y T. koningii (Windham et al., 1986).

El mayor crecimiento de las raices de las plantas, como consecuencia de la presencia de
Trichoderma, es un proceso complejo, que requiere el intercambio de senales entre los dos
organismos, ya que las plantas sélo son beneficiadas cuando presentan algun tipo de estrés, lo
que podria hacerlas susceptibles a la estimulacién por Trichoderma o bien estimular a este hongo
a actuar sobre el metabolismo de la planta (Ruiz-Lozano, 1996). Frente a esto, la teoria de una
estimulacién del crecimiento por solubilizaciéon de nutrientes, sélo podria explicar el mayor
crecimiento de raices cuando las plantas se vean frente a un estrés nutricional, pero no cuando

enfrenten a un estrés por falta 0 exceso de agua o el ataque de algun patégeno.



2.6 Competencia biolégica entre Fragaria spp. y agentes patoégenos

Una de las causas mas comunes de la falta de crecimiento y la reduccién de los retornos
econdémicos de un cultivo, es la competencia de otras plantas, animales o microorganismos por el
agua, aire y nutrientes (Galletta y Bringhurst, 1990). Esta interaccion se presenta como una
enfermedad o alteracién en la planta que se debe a la relacion entre el huésped (frutilla), el agente
bidtico (hongos, virus, bacterias, nematodos, insectos, acaros, etc.) y las condiciones ambientales
que favorecen la merma en crecimiento, como: suelos salinos, deficiencias nutricionales, exceso de
humedad, sequia (Villagran, 1994).

En Chile, las principales enfermedades fungosas que afectan al cultivo de la frutilla, a nivel
de las raices, son: la pudricidn roja de la raiz causada por el patdégeno Phytophthora fragariae var.
fragariae y la pudriciéon de la raiz y corona ocasionadas por los patégenos Rhizoctonia spp. y
Fusarium oxysporum fsp. fragariae (Montealegre, 2003). En el caso de Rhizoctonia spp., el ataque
se produce principalmente en suelos frios y humedos (Agrios, 1991), siendo el principal sintoma la
marchitez de las plantas. Otros sintomas son: raices necréticas, pérdida de vigor y muerte de
plantas (Montealegre, 2003).

Actualmente, las medidas para controlar pudricion de raices son: usar plantas sanas en
suelos libres de la enfermedad, uso de suelos con buen drenaje y aireacion, desinfeccion del suelo
a través de solarizacién y uso de fungicidas en la preplantacién (Montealegre, 2003). Sin embargo,
en afios recientes se han hecho grandes esfuerzos por encontrar métodos alternativos de control
que sean mas eficientes y que causen un menor dafio al entorno natural. Asi, una de las opciones
es el control bioldgico, el cual es definido como la reduccién de la densidad del indculo o de las
actividades de un patégeno que produce una enfermedad, por uno 0 mas organismos, en forma
natural o a través de la manipulacién del medio ambiente, hospedero o antagonista, o por la
introducciéon de una poblacién de uno o mas antagonistas. El control biolégico de patégenos del
suelo, a través de la adicién de microorganismos antagonistas, es un medio no quimico (no

contaminante) potencial para el control de enfermedades de plantas (Elad et al., 1980).

Rhizoctonia es parasitado por varios microorganismos entre los que se encuentran, hongos
de los géneros Trichoderma, Gliocladium y Laetisaria (Agrios, 1991). Trichoderma ha sido
estudiado por mas de 70 afios por sus propiedades como controlador biolégico de multiples
patdgenos de plantas (Cook, 1989; Campbell, 1989; Boland, 1998). Es un hongo con alta
capacidad para tolerar un amplio rango de temperaturas. McBeath y Adelman (1991) aislaron una
cepa en los suelos de Alaska; a pesar de ser un aislamiento de clima frio, registraron crecimiento

aun en los 4°C y el hongo toleré una temperatura maxima de 33°C.



Sin embargo, el hecho que el microrganismo logre crecer a una temperatura diferente a la
del sitio donde fue aislado, no es garantia que exprese su antagonismo hacia un patégeno
determinado. Acevedo y Arcia (1988) demostraron que los aislamientos en zonas frias no son
eficientes biocontroladores en zonas calidas y viceversa. Asimismo, trabajos realizados por
Rodriguez y Arcia (1993), sefialan que no necesariamente las temperaturas 6ptimas para el
crecimiento (25-30°C), son las temperaturas 6ptimas para expresar el antagonismo, ya que esas

mismas cepas de Trichoderma mostraron habilidad antagdnica practicamente nula a 30°C.

Los mecanismos de biocontrol referidos para Trichoderma son: Micoparasitismo,
competencia por los nutrientes en el exudado de las semillas y/o antibiosis. Bautista y Acevedo,
(1993) y Harman et al., (1981), sugieren que el micoparasitismo es el principal mecanismo de
accion de este hongo. En este caso, el agente biocontrolador envuelve al patdgeno y penetra sus
células causandole gran dafio (Boosalis y Mankau, 1965; Elad et al., 1983). Entre otros, causaria
los siguientes efectos: alteraciéon de la pared celular, incluyendo la degradacion de ésta; retraccion
de la membrana plasmatica de la pared; desorganizacién del citoplasma (Boosalis y Mankau,
1965). También actua sobre la replicacién celular al inhibir la germinacién de esporas y la
elongacion del tubo germinativo (Lorito et al., 1993). En todo caso, segun lo demuestran estudios
realizados por McAllister et al., (1994), cada relacion patdgeno-Trichoderma muestra uno o varios

mecanismos de accion especificos.

Por ultimo, no se han establecido los beneficios que recibe Trichoderma por estar asociado
a las raices de las plantas; pero las necesidades del microorganismo en el suelo, como son una
buena aireacion, humedad, pH (Cook, 1989), carbono organico (Eastburn, 1988) son generadas
por la presencia de raices (Cook, 1989). Por otra parte, se ha visto que en bosques, Trichoderma
presenta dos maximos de crecimiento poblacional, otofio e inicios de primavera (Jah, 1992), los

que coinciden con los maximas tasas de crecimiento de raices.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion de los ensayos

Se plantearon dos ensayos, el primero se ubicé en Talca, Séptima Region y el segundo en

Contulmo, Octava Regioén.

En Talca (35° 26’ S), el experimento se inicié el 19 de Agosto del 2003, en cajas de vidrio
de 30*40*2 cm, con un suelo procedente de Contulmo, el que fue autoclavado (marca Orthamn;
modelo Orsa) en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de Talca, durante 30 minutos a
una temperatura de 121 °C y a una presion de dos atmédsferas; una vez enfriado, se utilizé para
mezclarlo con arena a la razén 2:1. Las cajas de vidrio fueron cubiertas con papel aluminio y se
colocaron sobre mesones en un angulo de 45°, en el invernadero de la U. de Talca con cubierta de

polietileno.

En Contulmo (Latitud 38° 04’ S), el experimento se realizd en el huerto comercial de Don
Erasmo Quintana, el 14 de Agosto del 2003. Las plantas fueron establecidas sobre el mismo suelo
que se utilizé en Talca, asegurandose de haber tenido papas (Solanum tuberosum) como cultivo
anterior El suelo pertenece a los ultisoles, con avanzado estado de desarrollo. Posee una
capacidad de uso de | a lll, que lo definen como arable, sin limitaciones, de textura franco arcillosa
(Conama, 2004). Tiene un pH de 5,27, clasificado como moderadamente acido, con un porcentaje
de materia organica de 10,67 y una conductividad eléctrica de 0,049 dS/m (Laboratorio Suelos,
2003).

Trichoderma harzianum

Las cepas de Trichoderma harzianum fueron proveidas por Bio Insumos Nativa S.A.
(Talca). Se utilizé una formulacion liquida con una concentracion de 10° conidias/ml, el que fue
elaborado en el laboratorio de Fitopatologia de la U. de Talca. Los volumenes utilizados para los
ensayos fueron: para Talca de 0 L/hay 1L/ha y para Contulmo 0 L/ha; 1L/ha y 2L/ha.

Fragaria chiloensis (L.) Duch

En Talca se utilizaron 24 plantas de frutilla (Fragaria chiloensis), accesion PUR, de un afo
de edad, las que fueron elegidas segun vigor aéreo y radical. En Contulmo se utilizaron 72 plantas
de frutilla (Fragaria chiloensis) de un afio de edad, las que fueron elegidas segun vigor aéreo y

radical. Se utilizé una densidad de plantacién de 60.000 plantas por hectarea.
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Salinidad

En el laboratorio de suelos de la Universidad de Talca se realizé la medicién de la
conductividad eléctrica. A un volumen conocido (1 L de agua de Talca y Contulmo) se midi6 la
conductividad inicial con el conductivimetro (Marca Jenway; Modelo 4310) al que se le fue
adicionando 0,5 g de sal (NaCl), mezclando y luego midiendo la conductividad eléctrica, para asi
determinar la concentracién de sal (NaCl) a utilizar que tedricamente disminuiria el crecimiento en
un 25% y 50% en Fragaria x anannasa (lrrigation Water Quality Standards, 1998). Las dosis de sal
que se utilizé en Talca fueron de 0,4 g y 0,8 g de sal (NaCl) por litro de agua (25 y 50% de
reduccioén del crecimiento). En Contulmo la dosis fue de 0 g y 0,9 g de sal por litro de agua, para

reducir el crecimiento en un 50%.

Riego

El riego fue establecido segun las necesidades hidricas de las plantas. Asi, en Talca se
regé con un volumen de 100ml/planta por dia. El volumen de agua fue corregido en cada periodo
de crecimiento del sistema radical. Cuando las raices sobrepasaron los 20 cm de profundidad el
volumen de agua fue modificado a 200 ml/planta por dia. En Contulmo se regé en forma constante

con un volumen de 100ml/planta por semana.

3.2 Diseiio Experimental:

Los ensayos fueron conducidos en un disefio de Bloques Completamente al Azar (DBA).
Los bloques fueron establecidos segun crecimiento aéreo y radical de Fragaria chiloensis al inicio
del experimento. En Talca, los tratamientos fueron asignados con arreglo factorial de 2*3 (dos
niveles de Trichoderma y con tres niveles de sal), con cuatro repeticiones y una unidad
experimental de una planta. En Contulmo, los tratamientos fueron asignados con arreglo factorial
de 3*2 (tres niveles de Trichoderma y con dos niveles de sal), con seis repeticiones y una unidad

experimental de dos plantas.
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3.2.1 Tratamientos en Talca y en Contulmo:

Cuadro 3.1: Los tratamientos evaluados tanto en Talca como en Contulmo se resumen en el

cuadro 3.1
Tratamientos Dosis Tratamientos Dosis
U. Talca U. Talca Contulmo Contulmo
TOSO 0 L/ha con Og TOSO OL/hacon0Og
TOSA OL/hacon0,4g T1S0 1L/hacon0g
TO0S2 OL/hacon0,89g T2S0 2L/hacon0g
T1S0 1L/hacon0g T0S1 OL/hacon09g
T181 1L/hacon0,4g T1S1 1L/hacon0,9g
T1S2 1L/hacon0,8g T281 2L/hacon0,9g

T: Trichoderma harzianum
S: Sal (NaCl)

3.3 Aplicacion de Tratamientos:

3.3.1 Aplicacion de Trichoderma a la corona: Se realizé una aplicacion al momento de la
plantacién y otra a la floracion en los tratamientos T1 y T2, tanto en Talca como en Contulmo. En
ambos ensayos se utilizd una jeringa de 100 ml para aplicar la solucién a la corona de Fragaria

chiloensis.

3.3.2 Aplicacion de Trichoderma a las raices: En Contulmo y Talca, se realizé a la plantacion
una inmersion de las raices en una solucion de Trichoderma de 0,2 ml en un volumen de agua de

1,2 L, durante 15 segundos.

3.3.3 Aplicacion de Sal: Junto con el agua de riego se aplico la dosis de sal a los tratamientos S1
y S2, en Talca diariamente y en Contulmo una vez por semana. La dosis se comenzé a aplicar
luego de 1 mes del establecimiento de las plantas.

3.4 Evaluaciones Fisioldgicas:

3.4.1 Talca

Se evalué semanalmente crecimiento radical en longitud (cm). Al final del ensayo, se midié peso

fresco (g) y peso seco (g) de raices, follaje (laminas y peciolo), corona y estolones.

3.4.2 Contulmo
Se evalud peso fresco (g) y seco (g) de raices, corona, estolones y follaje (laminas y peciolo).
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3.5 Metodologia

3.5.1 Crecimiento radical en Talca

Las mediciones se iniciaron el 13 de Septiembre del 2003 y finalizaron el 3 de marzo del
2004. Se utilizaron acetatos transparentes de 20 * 30 cm, los que se sobreponian al vidrio que
estaba mas cerca del piso del invernadero y con un plumoén instantaneo se dibujé el crecimiento
semanal de las raices. Obtenidas todas las mediciones, se utilizo papel milimetrado para
cuantificarlo durante el ensayo. Se utilizaron celdas de 5 mm por lado para determinar la presencia

de raices.

3.5.2 Peso fresco y seco en Talca y Contulmo

En Contulmo las plantas fueron cosechadas el 19 de abril del 2004. Mientras en Talca
fueron cosechadas el 3 de marzo del 2004. Finalizados los ensayos, las plantas fueron llevadas al
laboratorio de Hortalizas de la U. de Talca, para ser lavadas con agua potable y separadas segun
la estructura vegetal a medir: peciolo, lamina, corona, estolones, raiz primaria y raiz secundaria. Se
separaron raices primarias de raices secundarias, teniendo el cuidado de diferenciarlas segun
color, las primarias o estructurales de color café oscuro y las secundarias o absorbentes de color
blanco o crema. En el caso de Contulmo, se midié el nimero de descendencias por planta,
contando las plantas hijas, nietas etc. que poseia cada estolén. Cada estructura fue colocada en
bolsa de papel y guardada a 4 °C, siendo marcadas debidamente segun el tratamiento. Dentro de
24 horas de colectadas las muestras se midid el peso fresco con una balanza (Marca
Everyweigher; Modelo RS-232-C) y luego se sometieron a secado en una estufa (72° C por 72
horas) (Marca WTB Binder; Modelo 78532). Al final de dicho periodo nuevamente fueron pesadas

en la balanza para cuantificar el peso seco de cada estructura vegetal.

3.6 Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a anadlisis de varianza para establecer diferencias entre los
tratamientos. En los casos que se detecto significancia, se procedio a la separacion de medias a
través de la prueba de Duncan (p < 0,5). Para los datos de materia seca (%), se recurrié a la
transformacion ArcsenvV%, previo al Andlisis, para cumplir con los supuestos del analisis de

varianza.
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4. RESULTADOS

4.1 Ensayo Talca

4.2 Peso fresco

La interaccion de Trichoderma y sal aumentdé de manera altamente significativa el peso de
lamina, peciolo y total, teniendo un efecto significativo en el peso fresco de raiz secundaria
(Cuadro 4.2; Figura 4.2).

El factor Trichoderma logré aumentar de manera significativa el peso fresco y el total de
todas las estructuras vegetales a excepcion de los peciolos, los que disminuyeron su peso en
presencia de Trichoderma; en el caso de estolones, no hubo efecto significativo debido a que solo
dos plantas desarrollaron esta estructura vegetal. El factor sal (NaCl) sélo gener6 diferencias
significativas en el peso fresco de la raiz secundaria y el total de todas las estructuras vegetales,

el que obtuvo un mayor peso fresco ante la ausencia de aplicacion de sal (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2: Efecto de dos niveles de aplicacion de Trichoderma y tres niveles de sal (NaCl) sobre
peso fresco por planta (g/pl), y las proporciones destinadas a lamina, peciolo, corona, raiz I, raiz Il
y estolones en Fragaria chiloensis.

Peso fresco / 6rgano vegetal (g)*

Factores Lamina Peciolo Corona’ Raizl* Raizll* Estolon Total
Trichoderma

TO 2,4b 28a 1,2b 1,5b 1,5b 0,1 9,5b

T1 3,9a 1,7b 1,7a 1,7a 24a 0,3 11,7a
Significancia > * ** > > n.s >

Sal

SO 3,4 2,4 1,2 1,6 2,4a 0,6 11,6a

S1 2,8 2,1 1,9 1,3 1,5¢ 0 9,6b

S2 3,3 24 1,4 1,5 1,8b 0 10,4ab
Significancia n.s n.s n.s. n.s > n.s *
Interaccién > ** n.s n.s * n.s >

? Promedios seguidos por letras distintas en una columna, difieren estadisticamente segun la prueba Duncan con nivel de
confianza de: * = menor a 0,05, ** = menor a 0,01 o ns = no significativo.

Y Coeficiente de Variacion: 32%.

¥ Raiz I: corresponde al sistema radical primario (estructurales y de color café oscuro) en Fragaria chiloensis; Raiz Il
corresponde al sistema radical secundario (absorbentes y blancas) en Fragaria chiloensis.
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Figura 4.2: Interaccién de dos niveles de Trichoderma (TO: 0 L/hay T1: 1 L/ha) vy tres niveles de sal (NaCl) (SO: 0
g, S1: 0,4 y S2: 0,8 g) sobre: peso fresco laminas (A), peso fresco peciolos (B), peso fresco raiz secundaria (C) y

peso fresco total (D) en Fragaria chiloensis.
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4.2.1 Laminas

Trichoderma (TO y T1) no genero diferencias en peso fresco en el nivel SO. Los niveles S1
y S2 aumentaron el peso fresco en presencia de Trichoderma (T1), siendo S2 el nivel que logré
mayor peso fresco con 182% de mayor crecimiento en laminas de Fragaria chiloensis en

comparacion al nivel S2 pero sin aplicaciéon de Trichoderma (Figura 4.2, A).
4.2.2 Peciolos

La adicion de Trichoderma no presentd diferencias en el nivel SO, generando incluso un
efecto levemente negativo (8%) sobre el crecimiento de peciolos. Los niveles S1 y S2, en
presencia de Trichoderma, aumentaron el peso fresco de peciolos en Fragaria chiloensis (142% y
113%), siendo S1 el nivel que logré mayor crecimiento de estos érganos (Figura 4.2, B).
4.2.3 Raiz secundaria

Tanto SO, S1 como S2 experimentaron un mayor crecimiento de raices secundarias, en
presencia de Trichoderma (24%; 54% y 108%). En el nivel S2, la presencia de Trichoderma
genero6 un mayor efecto sobre el crecimiento de las raices secundarias (Figura 4.2, C).
4.2.4 Peso fresco total

Se observa un efecto creciente, en el peso fresco total, de los niveles de S0, S1y S2 en

presencia de Trichoderma (13%; 75% y 127%). El nivel S2 fue el que generd un mayor efecto en

el crecimiento general en Fragaria chiloensis en presencia del hongo Trichoderma (Figura 4.2, D).

17



4.3 Peso seco

La interacciéon de ambos factores solo fue significativa para laminas y peciolos (Cuadro
4.3; Figura 4.3). Similar a lo obtenido en peso fresco, el factor Trichoderma tuvo efecto significativo
sobre el peso seco de las laminas, peciolo, raiz primaria, secundaria y total. Trichoderma no tuvo
incidencia sobre el peso seco de la corona y mantuvo su falta de significancia sobre el peso seco
de los estolones. El factor salinidad no presenté diferencias significativas sobre el peso seco de las

distintas estructuras vegetales en Fragaria chiloensis (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3: Efecto de dos niveles de aplicacion de Trichoderma y tres niveles de sal (NaCl) sobre
peso seco por planta (g), y las proporciones destinadas a laminas, peciolo, corona, raiz primaria,

raiz secundaria y estolones en Fragaria chiloensis (érganos sometidos a 72 °C durante 72 hrs.).

Peso seco / érgano vegetal (g)*

Factores Lamina Peciolo Corona’ Raiz|* Raizll* Estolon Total
Trichoderma
TO 0,9b 0,7b 0,5 1,6a 0,8a 1,1 5,6b
T1 1,4a 0,9a 0,6 1,7b 1,1b 0,2 5,9a
Significancia * * n.s * * n.s >
Sal
SO 1,3 0,9 0,6 1,6 0,9 0,2 55
S1 1,1 0,8 0,5 1,3 0,8 0,2 4,7
S2 1,1 0,8 0,6 1,5 0,9 - 49
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s. n.s n.s
Interaccion * ** n.s. n.s n.s n.s n.s

* Promedios seguidos por letras distintas en una columna, difieren estadisticamente segun la prueba Duncan con nivel de
confianza de: * = menor a 0,05, ** = menor a 0,01 o ns = no significativo.

¥ Coeficiente de Variacion: 32%.

* Raiz I: corresponde al sistema radical primario (estructurales y de color café oscuro) en Fragaria chiloensis; Raiz Il

corresponde al sistema radical secundario (absorbentes y blancas) en Fragaria chiloensis.
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Figura 4.3: Interaccién de dos niveles de Trichoderma (TO: 0 L/hay T1: 1 L/ha) y tres niveles de sal (NaCl) (SO:
0g, S1: 0,4y S2: 0,8 g) sobre peso seco lamina (A) y peso seco peciolo (B) en Fragaria chiloensis.
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4.3.1 Laminas

En presencia de Trichoderma (T1), el nivel S1 aumentd el crecimiento en 75% y el nivel S2
logré aumentarlo en 114%. En cambio SO, en presencia del hongo reduce el crecimiento de

laminas en Fragaria chiloensis en un 14% (Figura 4.3, A).
4.3.2 Peciolos

El nivel SO, no experimentd cambios en el crecimiento de peciolos en presencia de
Trichoderma (T1). S1 gener6 un leve incremento (14%) en peso fresco con la incorporacion de

Trichoderma. El nivel mas alto de sal (S2), se diferencia del resto de los niveles, pues en presencia

del hongo present6 120% de aumento en esta estructura vegetal (Figura 4.3, B).
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4.4 Proporcion de materia seca

La interaccion Trichoderma y salinidad muestra significancia solo para peciolo (Cuadro 4.4;
Figura 4.4). Tanto para el factor Trichoderma como para salinidad, sélo hubo diferencias
significativas en materia seca del peciolo. Asi, se observa mayor materia seca sin aplicacion de

Trichoderma; por otra parte, el menor crecimiento del peciolo se logré con el mas alto nivel de sal
(S2) (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4: Efecto de dos niveles de aplicacion de Trichoderma y tres niveles de sal (NaCl) sobre

materia seca por cada 6rgano (g): laminas, peciolo, corona, raiz |, raiz Il y estolones en Fragaria
chiloensis.

Proporcion de materia seca (%) por 6rgano vegetal *

Factores Lamina PecioloY Corona Raiz|* RaizlIl* Estolon
Trichoderma
TO 26,9 20,1 14,1 14,9 21,3 2,7
T1 27,1 20,4 14,1 15,1 21,6 1,8
Significancia * * n.s * * n.s
Sal
SO 26,6 19,5 12,7 15,3 21,7 4.1
S1 26,8 19,3 13,1 13,3 21,1 5,1
S2 26,5 19,5 14,7 15,2 23,2 0,8
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Interaccion n.s * n.s n.s n.s n.s

? Analisis en base a datos transformados mediante la funcién arcsen \(%).

¥ Promedios seguidos por letras distintas en una columna, difieren estadisticamente segun la prueba de Duncan con nivel
de confianza de: ** = o menor que 0,01 o n.s = no significativo.

* Raiz |: corresponde al sistema radical primario(estructurales y de color café oscuro) en Fragaria chiloensis; Raiz II:
corresponde al sistema radical secundario (absorbentes y blancas) en Fragaria chiloensis.
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4.4.1 Materia seca peciolo:

Los niveles SO y S2, en presencia de Trichoderma, no modificaron significativamente la
materia seca del peciolo, mostrando SO una leve disminucion (4%) y S2 un leve crecimiento (7%).
En presencia del hongo, el nivel intermedio de sal (S1) reduce en un 35% la materia seca asignada
a esta estructura vegetal (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Interaccion de dos niveles de Trichoderma (TO: 0 L/ha y T1: 1 L/ha@) vy tres niveles de

sal (NaCl) (S0: 0 g, S1: 0,4 y S2: 0,8 g) sobre materia seca peciolo en Fragaria chiloensis.
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4.5 Crecimiento radical:

La interaccion fue significativa para la profundidad superficial (0-10 cm) en los periodos

13/9 a 7/11 y 14/11 a 17/12, asi como para la presencia de raices en todo el periodo del ensayo
(Cuadro 4.5; Figura 4.5). En los tres periodos de medicién y total (13/9 a 7/11; 14/11 a 17/12 y

13/09 a 03/03), el factor Trichoderma generd una presencia radical significativamente mayor (N°

de raices / celda de 5 mmz) en los diez primeros centimetros de profundidad. El factor salino

obtuvo diferencias en los diez primeros centimetros de profundidad en las primeras dos fechas de

medicion y en el total; en todos estos casos, la aplicacion de sal redujo significativamente la

presencia de raices (Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5: Efecto de dos niveles de aplicacion de Trichoderma y tres niveles de sal (NaCl) sobre

el crecimiento radical (N° de raices / celda de 5 mm2) de Fragaria chiloensis a distintas

profundidades (0-10 y 11-30), en tres periodos de medicion.

Densidad radical (N° de raices / celda de 5 mm®) a lo largo de la temporada *

Factores 13/09 a 07/11 14/11 a 1712 27/12 a 03/03 Total Total
13/09 a 3/03  13/09 a 3/03
0-10 11-30 0-10 11-30 0-10 11-30 0-10 11-30
Trichoderma
TO 857b 158,3 111,3b 2422 147,7b 169,8b 344,7a 570,3
T1 113,2a 1621 1314a 2278 1795a 1819a 424.,1b 571,8
Significancia ** n.s > n.s > ** ** ns
Sal
SO 1253a 161,3 140,1a 230,3 173,5 168,3 438,9a 559,9
S1 90,6b 1526 109,4b 241,8 157,4 182,3 357,4b 576,7
S2 816c 166,6 1146b 233,1 159,8 177,3 356,0b 577
Significancia > n.s > n.s n.s n.s ** ns
Interaccion * n.s ** n.s n.s n.s ** n.s

* Promedios seguidos por letras distintas en una columna, difieren estadisticamente segun la prueba Duncan con nivel de

confianza de: * = menor a 0,05, ** = menor a 0,01 o ns = no significativo.
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Figura 4.5: Interaccion de dos niveles de Trichoderma (TO: 0 L/ha y T1: 1 L/ha)

y tres niveles de

Sal (NaCl) (S0: 0 g, S1: 0,4 y S2: 0,8 g) sobre la presencia de raices en profundidad superficial (0-
10 cm) y en los periodos 13/9 a 7/11 (A) y 14/11 a 17/12 (B) asi como para la presencia de raices
en todo el periodo del ensayo 13/09 a 03/03 (C).
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4.5.1 Crecimiento radical en tres periodos de medicién (13/09 a 07/11; 14/11 a 17/1 y13/09 a
03/03) a 0-10 cm de profundidad

En la figura 4.5 (A, B y C), se observa que el factor salinidad (S0O), en presencia de
Trichoderma, presenta un mayor crecimiento en N° de raices/5mm?®en 73%, 47% y 54% para estos
tres periodos respectivamente. En los tres casos existe una similar tendencia con una mayor
presencia de raices en plantas sin estrés salino. El factor S1 en los tres graficos (figura 4.5 A, By
C) en presencia de Trichoderma posee un leve aumento de 6%, 9% y 14%, respectivamente. El
factor S2, en presencia del hongo, generd un leve aumento del N° de raices/5mm? (graficos de la
figura 4.5 (A) y (C)). En el grafico de la figura 4.5 (B), se observa que el factor salinidad disminuyé
la presencia de raices en un 4%. Estos resultados indicarian que Trichoderma presentaria

potencial para promover el crecimiento de raices en plantas sin estrés.
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4.6 Ensayo Contulmo

4.6.1 Peso fresco

Trichoderma no generé diferencia alguna en el crecimiento de las estructuras vegetales.
De igual modo la salinidad no tuvo efectos significativos en sus dos niveles (SO y S1). La
interaccion de Trichoderma (TO, T1 y T2) con salinidad (SO y S1) no generd diferencias
significativas en el peso fresco en hoja, corona, raiz, estolon y total en Fragaria chiloensis (Cuadro
4.6).

Cuadro 4.6: Efecto de la interaccion de tres niveles de aplicacion de Trichoderma y dos niveles de
sal (NaCl) en Fragaria chiloensis sobre el peso fresco por planta (g), y las proporciones destinadas
a hoja, corona, raiz y estolones.

Peso fresco / 6rgano vegetal (g) *

Factor Hoja Corona Raiz Estoldn Total
Trichoderma?
TO 35,2 9,8 10,7 53,3 108,8
T1 35,8 10,1 11,2 53,9 110,9
T2 37,6 8,6 12,2 42,7 101,2
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s
Sal *
SO 36,1 9,5 11,4 451 102,3
S1 36,1 9,5 11,2 54,8 11,7
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s
Interaccion n.s n.s n.s n.s n.s

“ ns = no significativo
YT0: 0 L/h&; T1: 1 L/héd: T2: 2 L/ha.
*80: 0 g de NaCl; S1: 0,9 g de NaCl.
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4.6.2 Peso seco

El factor Trichoderma no logré diferencias significativas sobre el peso seco de Fragaria
chiloensis. El factor salinidad obtuvo similares resultados al factor Trichoderma. La interaccién de
ambos factores no produjo resultados significativos, mostrando un similar crecimiento con los

distintos niveles de Trichoderma y sal (NaCl) (Cuadro 4.7).
Cuadro 4.7: Efecto de la interaccion de tres niveles de aplicacion de Trichoderma y dos niveles de

sal (NaCl) en Fragaria chiloensis, sobre el peso seco por planta (g/pl), y las proporciones

destinadas a hojas, corona, raiz y estolones (Plantas sometidas a 72 °C durante 72 h).

Peso seco / 6érgano vegetal (g)*

Factor Hojas Corona Raiz Estolén Total
Trichoderma?

TO 14,1 59 71 18,1 45,6

T1 14,7 6,1 6,8 19,1 46,8

T2 15,1 55 7,3 15,4 43,3

Significancia n.s n.s n.s n.s n.s

NaCl *

SO 14,3 5,9 7.1 16,1 43,2

S1 15,1 5,8 71 19,3 47,2

Significancia n.s n.s n.s n.s n.s

Interaccion n.s n.s n.s n.s n.s

? ns = no significativo
YT0: 0 L/ha; T1: 1 L/ha: T2: 2 L/ha.
*80: 0 g de NaCl; S1: 0,9 g de NaCl.
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4.6.3 Proporcion de materia seca por 6rgano

Similares resultados a los de peso fresco se lograron en materia seca a los de peso freso
y seco. Los factores Trichoderma y sal (NaCl) no arrojaron diferencia estadistica alguna en sus

diferentes niveles ni en su interaccion (Cuadro 4.8).

Cuadro 4.8: Efecto de la interaccion de tres niveles de aplicacion de Trichoderma y dos niveles de
sal (NaCl) en Fragaria chiloensis sobre la materia seca por planta (g/pl), y las proporciones

destinadas a hoja, corona, raiz y estolones.

Proporcion de Materia Seca (%)*

Factor Hojas Corona Raiz Estolén
Trichoderma?
TO 31,1 13,5 15,9 39,5
T1 31,8 13,6 14,8 39,8
T2 36,0 13,4 17,6 32,9
Significancia n.s n.s n.s n.s
NaCl*
SO 33,9 14,4 16,8 34,9
S1 32,1 12,6 15,4 39,9
Significancia n.s n.s n.s n.s
Interaccién n.s n.s n.s n.s

? Andlisis en base a datos transformados mediante la funcién arcsen V(%); ns = no significativo
YT0: 0 L/ha; T1: 1 L/ha: T2: 2 L/ha.
*80: 0 g de NaCl; S1: 0,9 g de NaCl.
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4.6.4 Reproduccion vegetativa

Los factores Trichoderma y sal (NaCl) no arrojaron diferencia alguna sobre la produccion

de estolones en sus diferentes niveles ni en su interaccién (Cuadro 4.9).

Cuadro 4.9: Efecto de la interaccion de tres niveles de aplicacion de Trichoderma y dos niveles de

sal (NaCl) sobre el numero de descendencia en Fragaria chiloensis.

Factor Estolén D1 D2 D3 D4 D5
Trichoderma*
TO 4,8 4,6 2,7 1,3 0,3 0,08
T1 4,7 4,6 2,5 1,3 0,6 0,08
T2 3,9 3,8 24 1,9 0,8 0,1
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s n.s
NacCl”
SO 3,9 3,7 2,5 1,6 0,6 0,06
S1 5 49 2,5 1,4 0,6 0,1
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Interaccion n.s n.s n.s n.s n.s n.s

ns = no significativo

D1: corresponde a plantas hijas; D2: corresponde a plantas nietas; D3: corresponde a plantas bisnietas; D4: corresponde a
plantas tataranietas; D5: corresponde a plantas tataratataranietas.

2T0: 0 L/ha; T1: 1 L/ha: T2: 2 L/ha.

¥ S0: 0 g de NaCl; S1: 0,9 g de NaCl.
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5. DISCUSION

La interaccion de ambos factores (Trichoderma harzianum y salinidad) mostrd ser
consistente en aumentar el crecimiento sobre el peso fresco de laminas, peciolos, raiz secundaria
y total de los érganos vegetales de Fragaria chiloensis; mientras que al medir peso seco, el efecto
de la interaccion solo se reflejo para lamina y peciolo. La interaccién de los factores aumento el
crecimiento radical, medido como presencia de raices (N° de raices/5 mmz), a una profundidad de
0-10 cm y en tres fechas de mediciéon (13/09 a 7/11; 14/11 a 17/12 y 13/09 a 03/03). Fragaria
chiloensis, al crecer en un solucion salina, presentd una reduccion del crecimiento debido a efectos
osmoticos y a efectos sobre iones especificos (Kafkafi y Bernstein 2000). Como resultado de altas
concentraciones de sales, se podria producir un desbalance en la acumulacién de nutrientes lo
que induce una disminucién en la extensién de raices en el suelo. La reduccion de la elongacién
radical bajo condiciones de salinidad reduce la absorcién de iones y la tasa de transporte de agua
y nutrientes. Anna et al., (2003), sefialan que con altas concentraciones de salinidad se afecta el
crecimiento vegetal debido a efectos osmaticos. Al existir una mayor concentracion de sales en la
rizosfera, disminuye la absorciéon de agua, acentuandose el efecto en combinacién con una tasa de
transpiracion constante. Existe una pérdida de turgor y se refleja en una disminucién en el
crecimiento de la planta. Ademas, al existir una alta concentracién de sales aumenta el desorden
fisiologico debido a una modificacion en el balance de calcio, causando una necrosis marginal en
las hojas de las plantas (Kafkafi y Bernstein 2000). Asi, Fragaria chiloensis al crecer bajo
condiciones de estrés, disminuyd su crecimiento debido a la menor disponibilidad de agua y a un
estrés nutricional. Pero al crecer en una relacion mutualista con Trichoderma harzianum, el
crecimiento de la planta se vio potenciado debido que Trichoderma logré aumentar la absorcion de

agua y nutrientes desde la rizosfera.

La interaccion de los factores generd un aumento en la presencia de raices con los niveles
T1 (1L/h&) y SO (0 g de NaCl). Guri, (2002) sefiala que la planta funciona con normalidad si la
presiéon hidrica del suelo es intermedia, al no haber una elevada concentracién de sales. Al no
aplicar el estrés salino sobre el sistema radical de Fragaria chiloensis (L.) Duch, esta crecié con
normalidad. Semillas de maiz (Zea mays) creciendo en optimas condiciones y que fueron
inoculadas con Trichoderma, lograron un mayor crecimiento que aquellas que no fueron inoculadas
con el hongo (Harman et al., 2004). Asi, Trichoderma al crecer asociado a las raices de Fragaria
chiloensis sin estrés salino, habria potenciado el aumento de crecimiento experimentado por las

raices de la planta de frutilla.
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Estos resultados concuerdan con los de Bjorkman et al., (1995), quien en experimentos de
invernadero con plantas de maiz (Zea mays) después de 21 dias de plantacién e inoculacién con
Trichoderma, encontré que la exploracion del suelo por parte de las raices, fue de 40% mayor que
las no inoculadas. Trichoderma aumentaria el crecimiento mediante la aceleracion en la elongacion

celular del apice de las raices (Windham et al., 1986; Bjorkman et al., 1998).

Es interesante sefialar que la interaccién de Trichoderma con salinidad generé un aumento
en el crecimiento aéreo, en contraste con lo obtenido en la ausencia de estrés salino en
crecimiento radical. EI mecanismo de medicion radical que se utilizd, solo detectd presencia de
raices en celdas de 5 mm?’y no dimensioné el efecto sobre el diametro radical. La estimulacion del
aumento en el crecimiento radical, como consecuencia de la presencia de Trichoderma, es un
proceso complejo que requiere de senales entre los dos organismos, ya que también serian
beneficiadas las raices que presentan algun tipo de estrés, lo que podria hacerlas susceptibles a la
estimulacién por Trichoderma o bien estimular a este hongo a actuar sobre el metabolismo de la
planta (Ruiz-Lozano, 1996). El sistema radical de Fragaria chiloensis, sometido a altas
concentraciones de salinidad (0,8 g de NaCl) habria generado sefiales de estrés a los que
Trichoderma habria respondido con un aumento en la cantidad de raices. En este sentido
Bjorkman (1996) sefiala que en plantas de maiz (Zea mays) 21 dias después de plantadas e
inoculadas con Trichoderma, el peso de las raices fue 50% mayor que en plantas sin el hongo.
Dichos resultados concordarian con los obtenidos en este ensayo en cuanto a crecimiento de peso
fresco de raiz secundaria, el que fue significativamente mayor en presencia de ambos factores.
Asi, Trichoderma, al crecer junto a las raices sometidas a estrés salino, pudo haber estimulado un

aumento en el diametro (y peso), pero no en longitud radical.

En peso seco Trichoderma generé un aumento en laminas, peciolo, raiz primaria, raiz
secundaria y total. En presencia de raices, Trichoderma generé efecto en 0-10 cm de profundidad
y en 5 periodos de medicion ((13/09 a 7/11; 14/11 a 17/12; 27/12 a 03/03; 13/09 a 03/03) y en 11-
30 cm de profundidad en una fecha de medicion (27/12 a 03/03). Se ha observado que la
colonizacién de raices con Trichoderma, aumenta los niveles de enzimas vegetales, incluyendo
peroxidasas, quitinasas, - 1,3 glucanasas, lipoxigenasas e hidroxigenasas (Howell et al., 2000;
Yedidia et al., 1999). Localizada en la pared de la célula vegetal, la funciéon de las peroxidasas se
relaciona con la produccién de moléculas de agua a partir de O, y NADH. Las quitinasas, - 1,3
glucanasas, lipoxigenasas e hidroxigenasas, son sintetizadas por la planta cuando ésta es atacada

por hongos para degradar las paredes de los agentes invasores (Salisbury, 1994).
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Ademas, existen estudios que sefialan que Trichoderma al colonizar las raices, induce
cambios significativos en el mecanismo metabdlico (Harman, 2000); asi en plantas de maiz (Zea
mays) que fueron tratadas con y sin Trichoderma T-22 (Trichoderma harzianum), aproximadamente
un 40% de las proteinas que fueron visibles en presencia de Trichoderma no lo fueron en las
plantas no tratadas con el microorganismo. Similares resultados obtuvo Altomare (1999), quien
sefaldé que la estimulacién del crecimiento se basa en la nutricidn; asi la liberacion de acidos
organicos que secuestran cationes y acidifican el medio ambiente alrededor de las raices, seria el

mayor mecanismo de solubilizaciéon de P, asi como de Mn, Fe, y Zn.

En esos ensayos, Trichoderma aumenté la absorcion y concentracion de varios nutrientes
(fésforo, fierro, magnesio y sodio); asi, plantas que fueron inoculadas con Trichoderma (T-22)
generaron maximo rendimiento con un 40% menos de la dosis de fertilizacion nitrogenada, en
comparacion con plantas no tratadas con T-22 (Harman et al., 2004). En adicién a los efectos de
eficiencia nitrogenada, los andlisis muestran que Trichoderma causa una mayor absorcién de
muchos elementos, incluido: arsénico, cobalto, cadmio, nikel, magnesio, manganeso, boro, zinc,

aluminio y sodio.

No se detect6 influencia de Trichoderma sobre los estolones. Para que exista generacion
de estolones a partir de las yemas axilares de las hojas, la planta debe acumular determinadas
horas de frio y luminosidad (Hancock, 1999); al respecto debe considerarse que en el experimento
en invernadero las plantas fueron trasladadas desde una zona fria (Contulmo) a una zona mas
calida (Talca), por lo que sblo estaban en condiciones de desarrollar estolones aquellas plantas
que acumularon un adecuado tiempo bioldgico para estimular la yema vegetativa. Ademas, es
interesante sefialar que el crecimiento de los estolones viene determinado genéticamente, por lo
que quizas algunas plantas no tuvieron las condiciones necesarias para el desarrollo y crecimiento

de estos 6rganos.

El factor salinidad afecté el peso fresco de raiz secundaria y total de los 6rganos vegetales;
en materia seca, so6lo se detectd diferencias a nivel de peciolo. En presencia de raices (N° de
raices/5 mm?) a 0-10 cm de profundidad y en dos fechas de medicion y total de las mediciones,
solo hubo efecto en ausencia de sales (S0). Esto se podria explicar debido a que inhibiciones del
crecimiento radical por salinidad reducen el volumen del suelo que puede ser explorado y la
habilidad de captar agua por parte de la planta. La disminucion de elementos nutricionales

contribuye a la reduccion del crecimiento de brotes (Delane et al., 1982).
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Los resultados indican que los menores crecimientos se debieron a altas concentraciones
de sal (S1: 0,4g y S2: 0,8 g de NaCl) debido a que la solucién salina impone dos tipos de estrés al
crecimiento de la planta: 1) estrés osmético, resultando un menor potencial hidrico en el medio de
crecimiento de las raices; 2) estrés ionico, que induce cambios en la concentraciones de iones
especificos en el medio de crecimiento de las raices (Delane et al., 1982). Asi, la alta
concentracion de sales en el suelo disminuye la presién hidrica del mismo, tendiendo a ser menor
que la presion total dentro de la raiz; en este caso la planta se marchita porque no consigue
ingresar agua Y las raices sufren desecaciones y quemaduras por toxicidad de los elementos que
se encuentran en el suelo (Guri, 2002). Asi, en plantas libres de sal no se generaron los dafios
mencionados anteriormente; el crecimiento se ve aumentado cuando la solucién salina no impone

el estrés sobre el crecimiento de Fragaria chiloensis.

Baker et al., Baker 1988, 1984; Chang et al., 1986; Paulitz et al., 1986, han demostrado
que la capacidad de incrementar el crecimiento depende particularmente del cultivo. Asi, ante los
resultados anteriormente expuestos es importante sefalar que Trichoderma desarrollaria una
relacién mutualista con Fragaria chiloensis, con el consecuente aumento en el crecimiento de la

planta.

El ensayo realizado en la localidad de Contulmo no genero6 diferencias en la interaccion de
Trichoderma harzianum y salinidad, asi como en ninguno de los distintos niveles de los factores
sobre el crecimiento aéreo y radical de Fragaria chiloensis. Para llevar a cabo el experimento se
establecieron tres niveles de Trichoderma (OL/ha; 1L/ha y 2L/ha) y dos niveles de salinidad (0 g y
0,9 g de NaCl), los que aplicados a las plantas en condiciones de campo pudieron haber
alcanzado concentraciones insuficientes para que causaran los efectos esperados. Esto se podria
explicar debido a que Trichoderma no habria alcanzado una adecuada colonizacién radical.
(Harman et al., 2004) sefala que el incremento por parte de Trichoderma es menor en condiciones
de campo. Las caracteristicas del mutualismo se basan en una relacion no dependiente y no
definida en el tiempo; asi, quizds en condiciones de campo, Trichoderma no encontré en la
rizosfera de Fragaria chiloensis condiciones 6ptimas para su colonizacion. Ademas, al existir altas
precipitaciones de 1250 mm (Direccion Meteoroldgica de Chile, 2004), la sal aplicada a la planta,
se pudo haber lixiviado a las estratas mas profundas quedando lejos de ejercer efecto sobre el
sistema radical de Fragaria chiloensis. Al mismo tiempo, la rotacion de cultivo papas-frutillas, se
manejaba sin control quimico, lo que aumentaria las poblaciones de patégenos en el suelo. A
pesar que el ensayo se establecid en un suelo con papa como cultivo anterior, no se logré

demostrar la capacidad de Trichoderma de actuar como controlador bioldgico.
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Esto puede deberse a que en el sistema de rotacién papa-frutilla, ademas de estar
presente Rhizoctonia solani, que causa grandes pérdidas para el cultivo de la papa, se podria
encontrar Rhizoctonia fragarie, especie que seria el agente causal de las enfermedades en plantas
de frutillas. En la literatura no existe informacion disponible si Trichoderma harzianum controle

eficazmente a Rhizoctonia fragarie.
Se requiere seguir estudiando el impacto real de Trichoderma harzianum en condiciones

de cultivo y establecer la interaccion entre este microorganismo y los patégenos que afectan en

terreno al cultivo de Fragaria chiloensis (L.) Duch.
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6. CONCLUSIONES

La interaccion de los factores de Trichoderma harzianum y salinidad (NaCl) con sus
mayores niveles (T1 y S2) ocasionaron aumentos en el peso fresco, seco y presencia de raices en
Fragaria chiloensis. En la materia seca soélo peciolo gener6 diferencias en la presencia de ambos

factores.

Trichoderma, al potenciar el crecimiento aéreo y radical de Fragaria chiloensis sometida a

estrés salino, habria establecido una relacion mutualista con el sistema radical de la planta.

El factor Trichoderma, al crecer en la zona radical de Fragaria chiloensis, potencio el
crecimiento vegetal expresado en peso fresco, seco y presencia de raices. En materia seca de

lamina, peciolo, raiz primaria y secundaria se generaron diferencias en presencia de Trichoderma.

El factor salinidad habria generado un estrés nutricional, disminuyendo el crecimiento de
aquellas plantas sometidas a la mayor concentracién de NaCl (S2). Asi, plantas sin estrés salino se

desarrollaron normalmente sin alteraciones significativas en su crecimiento.

En Contulmo, probablemente por la existencia condiciones de campo (pluviometria,
existencia probable de Rhizoctonia solani, etc.) la interaccion no generé diferencias significativas
en la interaccion, asi como tampoco los factores por separado alteraron el crecimiento de la planta

de frutilla.
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