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Resumen

En las Gltimas décadas el uso excesivo de pesticidas y fertilizantes sintéticos ha causado
el agotamiento de la biodiversidad del suelo y afectado la seguridad alimentaria. Ante
esto y la creciente cultura de un desarrollo amigable con el medio ambiente es que
surgen los bioinsumos, sustancias de origen natural que se aplican sobre plantas,
semillas o suelo como nutricién y/o proteccion, y con un mercado que crece a tasas
anuales del 15%. Dentro de estos, uno de los productos que ha despertado gran interés
es el té de compost, solucion acuosa con alta actividad bioldgica obtenida por la
fermentacion de compost maduro en agua, que se caracteriza por contener
microorganismos Yy nutrientes benéficos, y cuyos alcances como fitosanitario
permanecen poco estudiados. Esta investigacién busca estudiar los alcances del
potencial bioldgico de tés de compost de flora nativa por si solos y con inoculacién de
un consorcio de cepas nativas de Trichoderma spp. (hongo con capacidad
biocontroladora de microorganismos). Para ello, se evalla la capacidad antifingica y
se caracterizan los compost de origen de cada té mediante analisis fisico — quimicos y
analisis citotoxicos frente a hongos fitopatogenos de interés comercial en Chile
(Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Lasiodiplodia theobromae). Los resultados
fisico — quimicos indican diferencias significativas entre la flora nativa y el control
(compost comercial) debido, principalmente, a la calidad y procedencia de los compost
utilizados. Ademas, se aislan, secuencian y seleccionan tres cepas nativas de
Trichoderma spp. con las que se elabora un consorcio con alto efecto de biocontrol de
hongos fitopatdgenos: T. harzianum (aislado de compost de Peumo), T. asperellum
(aislado de compost de Boldo) y T. asperellum (aislado de compost de Lilén). Estas
cepas inoculadas en cada té de compost de flora nativa mejoran significativamente el
efecto supresor de los tés de compost sobre los patdégenos evaluados, destacando el té
de Boldo inoculado, con una inhibiciéon del crecimiento micelial de 89,2% para B.
cinerea, 86% para F. oxysporum y 68,5% para L. theobromae; siendo esta Gltima la
mayor inhibicidn alcanzada entre los diversos tés de compost sobre dicho patogeno.
Estos resultados presentan el potencial uso del té de compost de Boldo inoculado con
cepas nativas de Trichoderma spp. como bioinsumo para el control de enfermedades
causadas por hongos, lograr sostenibilidad ambiental y seguridad alimentaria en la
industria de la agricultura, la que hoy se ve dafiada por el uso de pesticidas sintéticos,
los cuales van perdiendo efectividad en el tiempo al generar resistencia en los
patogenos.
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1. Introduccién

El uso de fertilizantes y pesticidas sintéticos en la agricultura ha permitido durante afios
a los agricultores modificar sus sistemas de produccion a fin de aumentar la
productividad de sus cultivos ademas de mantener controlado los dafios causados por
plagas y enfermedades, que no s6lo causan pérdidas econdmicas significativas, sino
que también, amenazan con la seguridad alimentaria (Moore, et al., 2019). Sin
embargo, durante las Gltimas décadas se ha visto a nivel mundial el efecto negativo que
tiene el uso excesivo de éstos, agotando la biodiversidad del suelo y causando dafio al
medio ambiente y a la salud humana y animal (Martinez, 2018), ademas de generar
resistencia en los patdgenos. Se estima que alrededor del 40% de los suelos agricolas a
nivel mundial esta degradado por estas practicas poco amigables con el medio ambiente
(Portal Fruticola, 2018).

La globalizacién, el comercio y el cambio climatico han contribuido en los Gltimos
afios al incremento de la propagacion de plagas y enfermedades que afectan a la
agricultura, estimandose que causan el 30% de las perdidas mundiales de produccién
de cultivos (FAO, 2017), donde cada afio las enfermedades de las plantas, que son
causadas por hongos, virus o bacterias, cuestan a la economia mundial alrededor de
US$220 mil millones (FAO, 2019). La mayoria de las enfermedades que atacan a los
cultivos son causadas por hongos patogenos, siendo algunos de los mas importantes en
Chile, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Lasiodiplodia theobromae, los cuales
afectan diversos cultivos tales como tomate, vid y palto respectivamente, y causan
grandes pérdidas econdémicas en el sector agricola al no existir productos 100%
efectivos para su control y que a la larga van generando resistencia en los
microorganismos.

Debido a lo expresado anteriormente y, al creciente desarrollo de alternativas viables
para una agricultura sustentable, es que surge el interés por el uso de los bioinsumos,
los cuales son productos de origen bioldgico destinados a mejorar la calidad y salud de
las plantas y suelos (Red Chilena de Bioinsumos, 2017). Uno de los bioinsumos que
durante la dltima década ha presentado un gran interés en la agricultura es el té de



compost, que consiste en una solucion a base de compost maduro y agua, rica en
nutrientes, microorganismos benéficos y con potencial en tratamientos para el control
de enfermedades causadas por fitopatogenos (Dianez, et al., 2011), siendo el compost
proveniente de desechos verdes considerado como ventajoso frente a otros desechos
orgénicos, ya que presentan un menor riesgo de toxicidad y una interesante actividad
microbiologica (Morales, et al., 2017). Por ello, es que el compost de flora nativa
chilena resulta atractivo debido a su origen determinado como proveniente de especies
endémicas, tales como, el Boldo (Peumus boldus), Quillay (Quillaja saponaria),
Peumo (Cryptocarya alba), Lilén (Azara celastrina) y Naranjillo (Citronella
mucronata). Estas especies pertenecen al bosque esclerofilo, destacando por sus hojas
duras perennes, su capacidad de soportar prolongados periodos de sequia y por poseer
propiedades medicinales, muchas de ellas ligadas a la diversidad de la microbiota del
suelo presente en cada compost. Esta caracteristica le otorga interesantes propiedades
bioldgicas aportada por microorganismos biocontroladores, los cuales son
recomendados en la adicion del té para mejorar la supresion de enfermedades (Bernal-
Vicente, et al., 2012).

Actualmente, existen escasos estudios referidos a la efectividad de té de compost sobre
fitopatdgenos especificos con impacto en la agricultura nacional, ademas, no existe
informacion detallada respecto al impacto de aplicaciones en conjunto de té de compost
y microorganismos biocontroladores. Por lo anterior, la presente investigacion busca
evaluar la capacidad antiflngica in vitro de diversos tés de compost de flora nativa
chilena con y sin inoculacién de un consorcio de cepas flngicas biocontroladoras sobre

fitopatdgenos de interés comercial.



2. Hipotesis y Objetivos
2.1 Hipotesis
El té de compost de flora nativa inoculado con cepas nativas de Trichoderma spp. posee

mayor actividad antifangica que el t¢ de compost comercial y de flora nativa sin

inocular.

2.2 Objetivo General
Evaluar el efecto antifingico de distintos tés de compost de flora nativa con y sin
inoculacién de un consorcio de Trichoderma spp. sobre tres fitopatdgenos de interés

comercial.

2.3 Objetivos Especificos
I. Determinar caracteristicas fisico — quimicas del compost comercial (residuos de
tomate) y de flora nativa, y caracteristicas microbiolégicas de los té de compost de
flora nativa.
Il.  Aislar, identificar y seleccionar cepas nativas de Trichoderma spp. proveniente de
los tés de compost de flora nativa para la formacion de un consorcio.
1. Evaluar capacidad antifingica de los tés de compost de flora nativa con y sin
inoculacién de Trichoderma spp. sobre cepas fitopatdgenas de Botrytis cinerea,

Fusarium oxysporum y Lasiodiplodia theobromae.



3. Antecedentes Generales

3.1 Hongos Patogenos en Agricultura
Los hongos son un grupo de organismos, generalmente microscopicos, eucarioticos,

que carecen de clorofila y poseen paredes celulares compuestas por distintas
proporciones de quitina, celulosa, pectina, glucano, hemicelulosa, proteinas y
glucoproteinas. La mayoria poseen un soma vegetativo, conocido como micelio, que
consta de filamentos microscopicos continuos y ramificados llamados hifas. Su
reproduccion es mediante esporas sexuales o asexuales, siendo estas ultimas
denominadas conidios, los cuales se desprenden de las hifas laterales llamadas
conididforos (ver fig. 1). Los conidios una vez diseminados al ambiente permanecen
en estado de latencia a la espera de hospedar un tejido en el cual puedan desarrollarse

y causar enfermedad (Avance Biotechnologies, 2017).

Conidios

o
(esporas asexuales) \

Germinacion /

Hifas subterraneas !

Conidiéforo

Hifas aéreas

Fig. 1. Estructura microscoépica de hongo filamentoso septado.
Fuente: (Cliffs Notes)

Los hongos participan activamente en los procesos de desintegracion de materia
organica, produccién agricola y procesamiento de alimentos, sin embargo, también
constituyen el grupo con la mayor cantidad de agentes causantes de enfermedades en
animales y plantas (Dean, et al., 2012), siendo denominados hongos patégenos, los
cuales en la industria de la agricultura causan grandes pérdidas productivas,



provocando disminucion de frutos en periodos de cosecha y de la brotacién en la
cosecha siguiente, representado a su vez un alto riesgo en la seguridad alimentaria
(Avance Biotechnologies, 2017).

Para que el hongo patégeno cause enfermedad en la planta, se tienen que cumplir tres
condiciones en un mismo momento: hospedero susceptible, presencia de patdgeno y
ambiente favorable, lo que también es conocido como el Triangulo de la Enfermedad
(Fig. 2). El hospedero susceptible viene siendo la planta, la cual, dependiendo del tipo
de planta, puede ser victima de muchas enfermedades o de algunas particulares. Sin el
hospedero ni las condiciones adecuadas, el patdgeno (que puede ser hongo, bacteria,
virus, nematodos, micoplasmas y espiroplasmas) no puede causar ningun dafio. Hay
patdgenos que son especificos de plantas y otros que tienen una amplia capacidad para
atacar casi todo. Por ultimo, el ambiente favorable se refiere a que se den las

condiciones climaticas necesarias para que el patdégeno prospere (Moore, et al., 2019).

AMBIENTE

Fig. 2. Triangulo de la Enfermedad
Fuente: (INIA)

A continuacion, se presentan tres hongos patdgenos que en Chile causan pérdidas en

cultivos como el tomate, palta y vid:



3.1.1 Botrytis cinerea

Hongo patogeno del filo Ascomycota que afecta a mas de 200 géneros vegetales,
animales y bacterias, siendo su hospedador econémicamente mas importante la vid. Su
enfermedad se conoce cominmente como podredumbre de Botrytis 0 moho gris, y
puede atacar al cultivo en cualquier estado de desarrollo e infectando cualquier parte
de la planta (Benito, et al., 2000). Es considerado un hongo necrotrofico, pues se
alimenta y parasita el huésped produciendo toxinas y otros componentes que destruyen
las células del hospedero para asi alimentarse de las células muertas (Kan & Veloso,
2018).

Morfolégicamente, se caracteriza por poseer micelios de color gris — pardo y por la
abundante esporulacion de color gris (ver Fig. 3.c). Microscépicamente se observan los
conidios (esporas asexuales) de forma oval en el extremo de los conidiéforos grises
ramificados (Fig.3.d). EI hongo también produce esclerocios que corresponden a

estructuras resistentes en condiciones adversas.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Familia: Sclerotinicacae
Género: Botnvitis

Especie: B. cinerea

Fig. 3. Aislado de Botrytis cinerea a partir de Arandano.
A) Sintomas de pudricién gris en arandano. B) Clasificacion Taxonémica. C) Colonia de 7 dias de edad
cultivada en medio PDA. D) Apice ramificado de un conidiéforo con racimos de conidios.



Se desarrolla en condiciones donde la temperatura oscila entre 18 a 32 [°C] vy
humedades relativas entre 90-95%. Ademas, sobrevive en el suelo a las condiciones
adversas como esclerocios 0 como micelio en residuos de la cosecha anterior, y se
propaga a través de los vientos y lluvias, causando nuevas infecciones. Los sintomas
comienzan con el debilitamiento en hojas, tallos y flores, las lesiones se propagan
rapido y forman areas acuosas en el fruto (INIA, 2015).
¢ Ciclo de propagacion:

La infeccion comienza con la adhesion y germinacion de las esporas sobre la superficie
del huésped, luego ingresa al tejido vegetal a través de heridas, aberturas naturales o
por la participacion de distintas actividades enzimaticas. El patdgeno se establece en la
zona y provoca la muerte de las células, dando lugar a la formacidon de lesién primaria
como mecanismo de defensa de la planta. Una vez que el patdgeno vence esta barrera
inicia su diseminacion y colonizacion por el tejido vegetal produciendo, ademas, una
nueva generacion de esporas (Benito, et al., 2000), la cuales pueden iniciar un nuevo
ciclo de infeccion (Fig. 4).

Formacion de

e . Liberacidn de conidias (esporas)
conidioforos y conidas

Esporas se
adhieren al
J tejido vegetal

Esporas germinan,
penetran e invaden el
tejido

. B RS <_J
Invernacidn A e e

g
g

Conididforos y conidias forman
podredumbre gris

Fig. 4. Ciclo de propagacion de Botrytis cinerea.
Fuente: (Benito, et al., 2000)



e Control:

La forma de mantener los cultivos libres de éste patdgeno es removiendo o destruyendo
el material vegetal que alberga el inoculo del patégeno, evitando el sombreamiento y
la fertilizacion nitrogenada excesiva. En estados criticos, lo anterior se debe
complementar con la aplicacion de botricidas (INIA, 2016).

Algunos productos bioldgicos que han demostrado ser eficientes en el control de esta
enfermedad son a base de Trichoderma y Bacillus subtilis (Avance Biotechnologies,
2017).

3.1.2 Fusarium oxysporum

Hongo patdgeno del filo Deuteromycota presente en mas de 32 paises y que afecta a
méas de 90 cultivos de importancia comercial como lo es el tomate y la cebolla
(Gonzalez, et al., 2012). Su desarrollo se ve favorecido por temperaturas entre los 22
[°C] y 32 [°C], altas humedades relativas y dias con baja intensidad luminica, ademas
de otros factores como: suelos acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en nitrogenos y
ricos en potasio. Infecta a la planta a través de heridas ocasionadas en las raices por
maquinarias 0 nematodos, ocasionando la enfermedad llamada marchitez vascular
(Millas & France, 2017).

Morfologicamente en un hongo que al inicio presenta un micelio de color blanco y
luego produce una pigmentacion de color rosado, purpura 0 anaranjado.
Microscopicamente, se caracteriza por presentar dos tipos de conidios: los
macroconidios que son esporas asexuales hialinos y generalmente con tres tabiques;
mientras que los microconidios son pequefios hialinos unicelulares (Fig.5). También,
presenta estructuras de resistencias conocidas como clamidosporas (Millas & France,
2017).



Reino: Fungi

Filo: Deuteromycota
Clase: Sordariomycetes
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: F.oxysporum
B)

0

Fig. 5. Aislado de Fusarium oxysporum desde hoja de palto
A) Sintomas de marchitez. B) Clasificacion Taxonémica. C) Colonia de 7 dias de edad cultivada en medio
PDA. D) Microconidios.

e Ciclo de propagacion:

El hongo sobrevive en restos vegetales infectados o como clamidosporas, y se transmite
por semillas o plantines infectados, maquinaria, agua de riego o aire. ElI micelio o
espora puede ingresar a la planta por grietas causadas por raices laterales emergentes o
por heridas en la raiz, para luego infectar el xilema y colonizar todo el sistema vascular
de la planta, bloqueando y tapando los vasos, y produciendo enzimas y toxinas que
provocaran el colapso de las células, contribuyendo a la expresion de la enfermedad
mediante clorosis de las hojas basales, marchitamiento y eventualmente necrosis y
muerte total de la planta (Agrios, 2005).



Colapso de vasos en tallo o
peciolo infectado

Decoloracion y Q
colonizacion de los
vasos secundarios
del xilema

o Y Crecimiento
Penetracion a través de (' = micelial en
grietas, heridas o raices * > vasos

s

Al 2B,
I

- Bloqueo de
vasos

Germinacio! \esporas

\3 8 Doae
Microcomdla { ;/ "’1,, >
Macroconidia/ 4/ 5 T

Clamidosporas Micelio

La planta entera se
marchita y muere

Fig. 6. Ciclo de propagacion de Fusarium oxysporum.
Fuente: (Agrios, 2005)

e Control:

Para evitar que el patdégeno se siga propagando, el suelo puede ser desinfectado
mediante vapor, Dazomet (desinfectante de suelo), Metam sodio (fumigante) o
solarizacion. Ademas, se recomienda usar nitrato de calcio como fertilizante en lugar
de nitrato de amonio, ya que el primero inhibe el crecimiento de este hongo; elevar el
pH del suelo cercano a 7. También se recomienda usar plantas sanas desde almacigo y
evitar el movimiento del patdgeno en el suelo infectado (Millas & France, 2017).
Algunos agentes de control biologico, como Trichoderma, han sido usados
exitosamente (CER, 2016).

3.1.3 Lasiodiplodia theobromae.
Hongo patdgeno Ascomyceto con un amplio rango de huéspedes, destacando el palto,
citricos y la vid, causando pudricion de la raiz, tizon y muerte regresiva en la mayoria

de las especies que infecta. Es saproéfito, pero se le considera un patogeno latente,

10



encontrandose endofito en tejidos sanos de la planta y siendo patégeno cuando el
hospedero esta debilitado o estresado (Picos, et al., 2015).

Morfolégicamente, es un hongo con micelio blanco en un comienzo, y que con el
tiempo se torna de color gris a negro y se van formando los picnidios (estructura
reproductora asexual) (Fig. 7). Microscépicamente, se observan conidios elipticos,
hialinos y unicelulares que son de color marrén oscuro cuando estan maduros y blanco

cuando son inmaduros (Picos, et al., 2015).

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes
Familia:Botryosphaeriaceae
Género: Lasiodiplodia

Especie: L. theobromae
B)

Fig. 7. Aislado de Lasiodiplodia theobromae desde hoja de palto
A) Sintomas de marchitez. B) Clasificacion Taxonémica. C) Colonia de 7 dias de edad cultivada en medio
PDA. D) Conidios maduros septado.

e Ciclo de propagacion:
El hongo se mantiene como picnidios en el exterior de la madera, estos producen y
liberan los conidios, los cuales se dispersaran por accién del viento y lluvia contagiando
a otras especies. Los conidios infectan a la planta a través de cortes o dafios en la
madera, germinando y colonizando el sistema vascular. Los primeros sintomas que se

observan es el marchitamiento en las ramas laterales y luego a toda la planta
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ocasionando finalmente su muerte. Cuando los frutos son infectados, el patégeno puede

permanecer latente hasta que estos maduran (Picos, et al., 2015).

Colonizacion del sistema

ﬁr o del fruto

Adhesion y penetracion
a través de heridas
en madera o fruto

FESTE E8 5

—ti Eairl

Liberacion Muerte della planta y
idi fruto momificado
conidios

T

Periodo de Latencia -

Picnidios Hifas

Fig. 8. Ciclo de vida de Lasiodiplodia theobromae
Fuente: (Ogundana, 1983)
e Control:
De manera preventiva se recomienda podar toda herida ya que resultan puntos de
entrada para el hongo; evitar periodos de estrés, sobre todo hidrico, y no colocar frutos
cosechados en el suelo puesto que favorecen la dispersion del hongo.
Como tratamiento quimico se recomienda realizar aplicaciones foliares en base a cobre,
ademas, de ozono, yodo y cloro, los cuales intervienen en la germinacion de esporas.
Fungicidas como Tebuconazol, Iprodione, hipoclorito sédico, Procloraz, entre otros,
también han disminuido la incidencia de la enfermedad (Picos, et al., 2015). En cuanto
a control bioldgico, no se tiene mucha informacién para este hongo, sin embargo, un
estudio realizado por Silimea y Korsten recomienda la utilizacion de Bacillus
licheniformis para el control de Antracnosis y de hongos de la familia

Botryosphaeriaceae (Silimela & Korsten, 2007).
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3.2 Bioinsumos
Un bioinsumo es una sustancia, agente bioldgico o mezcla de éstos, de origen natural,
que se aplica sobre plantas, semillas, suelo o sustrato para favorecer la productividad,
calidad y salud de las plantas, suelos y/o sustratos. Pueden tratarse de microorganismos,
macroorganismos, extractos biolégicos o biomoléculas naturales y sus equivalentes
(Red Chilena de Bioinsumos, 2017). Segun la Red Chilena de Bioinsumos, existen
bioinsumos para nutricién vegetal y para defensa fitosanitaria, clasificandolos en cuatro
categorias:
- Biofertilizantes: Agente bioldgico, sustancia o mezcla de éstos, que aumentan
la disponibilidad de nutrientes para la planta.
- Bioestimulantes: Agente bioldgico, sustancia o mezcla de éstos, que activan o
mejoran mecanismos de nutricion y/o desarrollo de la planta.
- Control Biologico:

o Biocontrolador: sustancias, agentes bioldgicos o mezcla de ellos que
previenen o controlan la manifestacion de una plaga.

o Bioplaguicida: sustancias, agentes biologicos o mezcla de ellos que
destruyen una plaga o patégeno vegetal.

o Otros mecanismos de defensa fitosanitaria: sustancias, agentes
biol6gicos 0 mezcla de ellos que activan o mejoran el mecanismo de
defensa fitosanitaria de forma directa o indirecta, pero que no
interactlan directamente con plagas o patdgenos vegetales.

- Biomejoradores: Sustancia, agente bioldgico o mezcla de ellos que mejoran
las caracteristicas del suelo o sustrato, como pH, textura, salinidad, retencion
de humedad, infiltracién, aireacion, materia organica, neutralizacion o
descomposicion de contaminantes, mejorando las condiciones de desarrollo

para la planta. (Red Chilena de Bioinsumos, 2017)

3.2.1 Mercado Nacional de Bioinsumos
En Chile, en 1998 se realizaron los primeros ensayos con insumos bioldgicos en la

Universidad de Talca, y cuatro afios mas tarde nacia Bio Insumos Nativa, pionero en
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el desarrollo de Bioinsumos y que hoy en dia abarca el 50% del mercado chileno,
compitiendo con empresas multinacionales como Bayer CropScience, BASF, Syngenta
0 Arysta (Red Agricola, 2017), quienes buscan ganar un espacio en un sector que cada
temporada crece en adeptos, pues se esperan incrementos a tasas del 15% mientras que
los agroquimicos solo crecen a tasas del 2% anual (Vilella, 2019).

Un reciente estudio realizado por la Universidad Técnica Federico Santa Maria
(UTFSM) en colaboracion con la Red de Chilena de Bioinsumos, ODEPA y empresas
productoras y comercializadoras de bioinsumos, revel6 que Chile no cuenta con
normativa con relacion a la produccion y/o calidad de los bioinsumos de uso agricola,
siendo tratados como productos de origen sintético, ademas de existir poca informacion
sistematizada sobre los productos comercializados y sus niveles de ventas. Los
resultados de este estudio indicaron que existen al menos 70 empresas que
comercializan bioinsumos, donde el 34% son productoras, el 50% importa estos
productos y el 16% los produce e importan. De un total de 389 bioinsumos que se
comercializan en el pais, 210 son importados desde diferentes paises, mientras que solo
131 bioinsumos aparecen en el registro aduanero con su nombre comercial. De los
bioinsumos que se comercializan en el pais se tienen productos del tipo biofertilizantes,

biorremediadores, biocontroladores, entre otros (Fig.9) (Martinez, et al., 2017).

Biofertilizante

32%

Biocontrolador _ 22%

Bioacelerador I 1%

Biorremediador | 0,30%

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Fig. 9. Bioinsumos comercializados en Chile (2015)
Fuente: (Martinez, et al., 2017)
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Asi mismo, para el control de plagas y enfermedades destacan los bioinsecticidas, y

biofungicidas (Fig. 10).

Bioinsecticida
Biofungicida
Biobactericida
Bionematicida
Insectos de control

Otros

35%

28%

7%

8%

17%

6%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

Fig. 10. Bioinsumos para control de plagas y enfermedades comercializados en Chile (2015)

Fuente: (Martinez, et al., 2017)

Por otra parte, la formulacion de los bioinsumos para el control de plagas y

enfermedades que se comercializan en el pais es variada (Fig. 11), siendo los extractos

de origen vegetal los ingredientes activos mas presentes en el mercado seguido de los

microorganismos (Donoso, et al., 2011).

\

Otros i .

494 Jabon potasico _

4% Aceite mineral
5%

Microorganismos

29%

Extraccion de

origen vegetal

33%

Fig. 11. Distribucion porcentual de ingredientes activos utilizados en bioinsumos para plagas y

enfermedades.
Fuente: (Donoso, et al., 2011)
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Por ultimo, de acuerdo al listado “Insumos visados para uso en agricultura nacional, de
acuerdo al D.S. N°2/2016” del Sub departamento de Agricultura Organica del SAG,
entre los microorganismos utilizados en las distintas formulaciones de bioinsumos para
el control bioldgico (Fig. 12), destacan los hongos del género Trichoderma y las
bacterias del género Bacillus (CER, 2016).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% de representacion en el mercado

Bacillus
Bacillus

Trichoderma
Trichoderma

Agrobacterium .
Agrobacterium .

Mezcla de bacterias .

Controladores bioldgicos Plaguicidas biol6gicos

Fig. 12. Principales microorganismos en formulaciones de bioinsumos para el control de plagas y
enfermedades
Fuente: (CER, 2016)

3.3 Té de compost
El t¢ de compost es una solucién acuosa de alta actividad bioldgica obtenida por
fermentacion de compost maduro en agua, en una proporcion de 1:5 a 1:10 %(v/v)
(Al-Dahmani, et al.,, 2003), que se caracteriza por contener microorganismos
beneficiosos (bacterias, hongos filamentosos, protozoos y nematodos) y nutrientes que
le aportan vitalidad y fuerza a los cultivos para hacer frente a enfermedades y plagas,
con el fin de reducir el uso de pesticidas y fertilizantes quimicos (Compostadores,

2017). Los microorganismos presentes en el té de compost ocuparan los sitios de

16



infeccion de la planta y alrededor antes que los microorganismos patdgenos, actuando
por competencia y produciendo compuestos inhibidores ante la llegada de algun
patogeno (Ingham, 2005).

La efectividad del té de compost varia segln el tipo y calidad de compost, el manejo y
el procedimiento utilizado para su elaboracion (Morales, et al., 2017). En general, la
elaboracion del té de compost se realiza a temperatura ambiente y en un recipiente o
biorreactor al cual se le agrega compost maduro y agua limpia (no clorada en la medida
posible) y se deja fermentar durante un determinado periodo de tiempo. EI compost
puede estar dentro de una bolsa de algodon o tejido permeable no tdxico, o bien se
puede agregar de manera directa al agua y una vez pasado los dias de fermentacién se
realiza el proceso de filtrado (ver Fig.13). Ademas, al té de compost se le pueden
agregar fuentes de carbono extra al inicio del proceso con el fin de aumentar la biomasa
microbiana (Compostadores, 2017) o bien al final, antes de la aplicacion foliar, para
asi mejorar la actividad de los microorganismos y que puedan “pegarse” 0 unirse mejor
al follaje (Ingham, 2005).

Té de compost

Lodo

Fig. 13. Sistema de produccion de Té de Compost
Fuente: (Roman, et al., 2013)
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3.3.1 Calidad del Compost

El compost segun la norma chilena NCh 2880 es un producto inocuo y libre de efectos

fitotdxicos, que esta constituido principalmente por materia organica estabilizada y que

resulta del proceso de compostaje (INN, 2015). En dicha norma, ademas, se establecen

tipos de compost:

- Compost Clase A: compost de alto nivel de calidad que cumple con las normas.

No representa restricciones de uso, ya que se ha sometido a un proceso de

humificacién. Puede ser aplicado directamente y sin necesidad de mezclarlo

previamente con otros materiales.

- Compost Clase B: compost de nivel intermedio que cumple con las normas

para su clase. Presenta algunas restricciones de uso y para ello, requiere ser

mezclado con otros elementos adecuados.

- Compost Inmaduro o subestandar: materia organica que ha pasado por las

etapas de descomposicion inicial, pero no ha alcanzado las de enfriamiento y

maduracion, etapas necesarias para obtener un compost de clase A o B. Para ser

utilizado debe mezclarse con otros elementos. (INN, 2015)

El compost debe cumplir con una serie de requisitos sanitarios y fisico — quimicos,

siendo algunos de ellos los siguientes:

Tabla 1. Parametros fisico — quimicos para Clase Ay B de compost segiin NCh 2880

Compost Clase A Compost Clase B \

Metales pesados: Arsénico 15 mg/kg 20 mg/kg
Cadmio 2 mg/kg 8 mg/kg
Cobre 100 mg/kg 1000 mg/kg
Cromo 120 mg/kg 600 mg/kg
Mercurio 1 mg/kg 4 mg/kg
Niquel 20 mg mg/kg 80 mg/kg
Plomo 100 mg/kg 300 mg/kg
Zinc 200 mg/kg 2000 mg/kg t
pH 50-8,5
Conductividad eléctrica <3dS/m <8dS/m
Relacién C/N <25 <30
Materia organica >20%

Fuente: (INN, 2015)
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En cuanto a los requisitos sanitarios el compost no debera tener presencia de
Salmonella sp. y las coliformes fecales deberan estar en una concentracion inferior a
1000 NMP por gramo de compost en base seca.
La calidad del compost es una de las variables mas importantes en el proceso de
elaboracion del té de compost, ya que de él se extraeran los microrganismos y
nutrientes que aportaran posteriormente beneficios al suelo y las plantas. Por esto, es
que el proceso de compostaje se debe llevar a cabo a totalidad ya que, de esta manera,
se asegura que los microorganismos beneficiosos superen la concentraciéon de los
patdgenos, ya sea, por competencia, inhibicion, consumo por depredadores o por las
altas temperaturas alcanzadas durante el proceso (Ingham, 2005).
Otra variable importante durante el proceso de elaboracion del té de compost y la cual
permite su clasificacion, es la aireacion.

3.3.2 Té de Compost No Aireado (NCT).
Solucién de compost maduro y agua que puede o no ir con una fuente extra de carbono,
y Nno se proporciona aireacion continua o intermitente durante el proceso (Ingham,
2005). Por lo general, en este té de compost la biomasa microbiana no es muy activa y
el proceso de fermentacion dura entre una 'y dos semanas (Compostadores, 2017).
En condiciones anaerdbicas muchos microorganismos se volveran inactivos o moriran,
y se perderan nutrientes, por lo tanto, un té de compost anaerdbico no repondréa toda la
red alimentaria del suelo ni podré ser un proveedor de nutrientes ya que solo aportara
con bacterias anaerobias y levaduras. Ademas, en aplicaciones foliares los
microorganismos anaerobios no podran realizar sus funciones puesto que se
encontraran en un ambiente aerébico, mientras que en aplicacion radicular se vera un
bajo efecto del té de compost solo desde el punto de vista de la red alimentaria del
suelo. En general, la condicion anaerobica no es la adecuada ya que en el té de compost
los hongos filamentosos y bacterias que ayudan a la reestructuracion del suelo mueren
0 quedan inactivos, al igual que los protozoos, nematodos y microartrépodos. Esto trae
como causa que no ocurra el ciclo de nutrientes, los cuales ademés en condiciones
anaerobicas, se pierden por volatilizacion al convertirse en formas gaseosas de oxigeno
reducido (Ingham, 2005).
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3.3.3 Té de Compost Aireado (ACT).

Solucién de compost maduro y agua, con o sin fuente extra de carbono, y al cual se le
proporciona aireacion durante el proceso. La aireacion permite una mayor transferencia
de microorganismos desde el compost al agua y, por ende, la biomasa microbiana
resulta mas activa (Ingham, 2005), ademas, estimula el crecimiento de los
microorganismos beneficiosos. El proceso de fermentacidn puede durar entre 24 [h] a
5 dias por lo general (Compostadores, 2017).

Se debe proporcionar una concentracion adecuada de oxigeno para asi asegurar que los
microorganismos generados se mantengan vivos y activos, logrando un producto de
Optima calidad. EI oxigeno se difunde en el agua por medio de las burbujas de aire,
teniéndose que a menor tamafio de burbuja mayor es la superficie de intercambio y, por
ende, mas eficiente es la transferencia de oxigeno al agua. Por otro lado, si la aireacién
es demasiada, el té puede sobrecargarse de oxigeno, lo que es perjudicial para los
microorganismos beneficiosos, (Ingham, 2005). Para que el té sea aerodbico, éste debe
tener una concentracion mayor a 6 ppm de oxigeno disuelto en la solucién (Ingham,
2005).

3.3.4 Propiedades y beneficios del té de compost

La principal funcion del té de compost es la de proporcionar microorganismos
benéficos que tienen la capacidad de consumir los exudados y restos que genera la
planta, de manera que al ser aplicado preventivamente ocuparan los lugares de ataque
antes que los patdgenos, generandose asi competencia por sustrato o espacio, antibiosis
0 micoparasitismo al momento de enfrentarse con los patégenos. Por otra parte, los
nutrientes contenidos en el té de compost contribuiran a que los mismos
microorganismos estén bien nutridos y puedan desarrollar sus funciones mas rapido.
Ademas, los microorganismos aportados al suelo al retener los nutrientes alrededor de
la planta no permitiran que se transfieran al agua, por lo que no habra contaminacion
de aguas subterraneas. Por ende, la aplicacion del t¢ de compost aumentara los
microorganismos y la actividad enzimatica del suelo, generandose los siguientes
beneficios (Compostadores, 2017; Kim, et al., 2015; Ingham, 2005):

20



- Detoxifica y da estructura al suelo, ya que mejora la porosidad de éste.

- Mejora la retencion del agua en el suelo, reduciendo su uso hasta en un 50%.

- Restablece la microflora del suelo.

- Mejora el ciclo de nutrientes de la planta.

- Aporta vitalidad y fuerza a la planta.

- Fortalece el sistema de defensa de la planta.

- Inhibicion de patogenos a nivel radicular y foliar segun sea su aplicacion.

- La aplicacion foliar contribuira a abrir mas las estomas de la planta,
aumentando la reduccion de COs.

- Aumenta la calidad agroalimentaria

- Sereduce el consumo de insumos quimicos.

- Compatible con equipos de aplicacién estandar

- Condiciones de trabajo més seguras.

3.3.5 Aplicacion
El t¢ de compost tiene la ventaja de poder ser usado a nivel foliar y radicular. La
aplicacion en el suelo proporcionara nutrientes y proteccion a la planta. En cambio, si
se aplica en las hojas actia como pesticida natural. Este se debe aplicar inmediatamente
una vez producido, ya que asi se asegura que se conserve el mayor nimero posible de
nutrientes y microorganismos beneficiosos iniciales (Compostadores, 2017).

- Aplicacion Foliar: al aplicar microorganismos benéficos en las superficies
aéreas de las plantas de forma preventiva los organismos que causan
enfermedades no pueden encontrar sitios de infeccion o recursos alimenticios
al ya encontrarse ocupados por los microorganismos benéficos, debido a la
rapida colonizacion de estos ultimos y a los mecanismos de competencia,
antibiosis y parasitismo que se generan entre ambos tipos de microorganismos
(benéficos y patdgenos). Por lo general, la aplicacion del té se realiza sin
diluirlo ya que es importante mantener la concentracién de microorganismos
pues de no ser asi la cobertura es inadecuada en la superficie de las hojas. Si en
las hojas de la planta ya existen sintomas de la enfermedad el té se debe aplicar
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inmediatamente sobre el area afectada y los alrededores donde pudo haberse
diseminado.

La dosis foliar recomendada es de 50 [L/ha] cada una semana durante el periodo
de infeccion de la enfermedad. (Ingham, 2005). Un factor critico de la
aplicacion foliar es la cobertura de la superficie de la hoja, puesto que los
microorganismos benéficos que aporte el té deben consumir los exudados de la
superficie de la hoja, no dejando comida para los microorganismos causantes
de enfermedades y evitando asi que germinen y crezcan. Ademas, la aplicacion
debe ser tal que todos los sitios de posible infeccion en la hoja deben ser
ocupados por los microorganismos benéficos otorgando proteccion. Se requiere
un minimo del 70% de cobertura en la superficie de la hoja para establecer una
proteccion, y al menos un 5% de la cobertura deber ser biomasa flngica
beneficiosa para evitar que la enfermedad se establezca en las hojas de la planta
(Ingham, 2005).

Aplicacién del Suelo: ayuda a desarrollar una barrera bioldgica alrededor de
las raices, proporciona nutrientes para mejorar el crecimiento de las plantas y
mejora la estructura del suelo. Si el suelo se encuentra bien provisto de
microorganismos y nutrientes antes de la aplicacién, una sola aplicacion ya es
suficiente para prevenir enfermedades en las raices, por el contrario, sera
necesario aplicar té cada dos semanas durante 1 mes para mantener y
reestablecer la salud del suelo (Ingham, 2005). Un factor para considerar en la
aplicacion del té de compost es el tipo de suelo al que se aplica (textura,
compactacién y materia organica), puesto que en un suelo arenoso el té y los
microorganismos que lo componen se drenaran mas rapido que un suelo limoso
donde el té permanecera por mas tiempo en la superficie. El porcentaje de
materia organica del suelo también es importante ya que permitira que los
microorganismos agregados por el té continden creciendo en el suelo. Por
ualtimo, la compactacion también influye ya que reduce la capacidad del agua
para moverse a través del suelo y aumenta la probabilidad de generar ambientes

anaerobicos.
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3.4 Flora Nativa

Como ya se menciond, la calidad y tipo de compost que se utilice para elaborar el té es
un factor importante a considerar, teniéndose que los desechos verdes compostados se
consideran ventajosos en comparacion a otros desechos organicos ya gque presentan un
menor riesgo de toxicidad en cuanto a presencia de metales pesados, contaminantes,
hidrocarburos aromaticos, virus, coliformes fecales y salmonella, ademas de presentar
una interesante actividad microbioldgica (Morales, et al., 2017). Por ello, resulta
atractivo analizar la microbiota de algunas especies de la flora nativa presentes en la
zona central.

La flora nativa corresponde al conjunto de especies vegetales que pertenecen a una
zona y ecosistema determinado, y que puede ser endémico o no. Una flora es de origen
nativo endémico cuando esta presente en un area muy especifica y no se encuentra en
otro sector, y es de origen nativo no endémico cuando habita en una region, pero no de
manera muy puntual. En Chile existen multiples tipos de climas y ambientes por lo que
hay gran diversidad de flora y fauna, aproximadamente existen cuatro mil plantas
nativas y casi la mitad son endémicas. La zona central es de alta riqueza y endemismo,
donde se distribuye el mayor porcentaje a nivel nacional de arboles, arbustos,
enredaderas, entre otros (PAR Explora Valparaiso, 2014). Gran parte de los arboles
nativos endémicos de la zona central pertenecen al bosque esclerofilo, donde sus
especies vegetales se caracterizan por sus hojas duras perennes que les permiten
capturar la humedad desde el ambiente y soportar prolongados periodos de sequia. La
existencia de este bosque es fundamental para el desarrollo de la vida del sector, ya que
sirve de hogar para varias especies de mamiferos, reptiles, insectos y microorganismos
(GEF, 2017). Dentro de las especies nativo endémico de la zona se tienen las siguientes:

- Boldo (Peumus boldus)

Arbol de tamafio mediano perteneciente al orden Laurales, familia Monimiaceae, que
se distribuye entre la Region de Coquimbo y la Region de Los Lagos, presentando una
mayor abundancia en la zona mediterranea. Es de muy lento crecimiento, de follaje
perenne y florece entre agosto y septiembre en su habitat nativo. Sus hojas presentan

un fuerte aroma y son utilizadas con propositos culinarios y medicinales. Presentan un

23



principio activo alcaloide que es la boldina, la cual tiene efectos coleréticos, colagogos
y diuréticos; y en menores concentraciones otros alcaloides como isoboldina y
laurotenina.
De las hojas es posible extraer alrededor de un 2% de aceite esencial que es fuertemente
aromatico, rico en eucaliptol y ascaridol (EMA, 2009), y que en el siglo XX se
recomendaba para la infestacion de helmintos o lombrices.
Estudios han demostrado que las hojas trituradas de Peumus boldus tienen actividad
insecticida contra plagas de productos almacenados (Silva, et al., 2003), ademas de
poseer efecto fungicida contra Penicillium spp (Aguilar, et al., 2012), Fusarium spp
(Bittner, et al., 2009), Aspergillus niger y A. flavus (Aguilar, et al., 2012).

- Lilén (Azara celastrina)
Arbusto pequefio de hojas perennes, perteneciente a la familia Flacurtacea y que habita
entre la Region de Coquimbo y del Bio Bio. Su uso es mas ornamental y no se tienen
estudios sobre si posee propiedades medicinales o antifingicas (Chile Flora, 2006).

- Naranjillo (Citronella mucronata)
Arbol siempre verde de la familia Icacinaceae que crece de forma discontinua entre la
Region de Coquimbo y de los Lagos. Sus hojas son usadas en infusiones y contienen
hasta un 0,15% de cafeina. Su uso es mas ornamental (Garrido & Echeverria, s.f.).

- Peumo (Cryptocarya alba)
Arbol perennifolio de la familia Lauraceae que se distribuye desde el sur de la region
de Coquimbo hasta la Araucania. Su madera es muy dura y resistente al agua, siendo
utilizada para fabricar hormas de zapato y piezas de carretas. La corteza es muy
taninosa y se utiliza en curtiembres y para tefiir de anaranjado (Chile Nativo, 2011).
Un compuesto que se ha aislado de las hojas y de la corteza es la reticulina, un tipo de
alcaloide que posee propiedades hepatoprotectores (Benedetti, 2012). Ademas, de las
hojas se ha obtenido aceite esencial compuesto de p-cymol, alfapineno, linalol y
limoneno (Ruiz, 2011), del cual se ha observado una leve actividad antimicrobiana y
antifingica frente a Penicillium sp. y Fusarium oxysporum (Avello, et al., 2012),

ademas de Colletotrichum graminicola (Rana, et al., 2016).
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- Quillay (Quillaja saponaria)

Arbol siempre verde perteneciente a la familia Rosaceae que habita entre la region de
Coquimbo y la Araucania. Se considera una de las especies mas interesantes que crecen
en la zona semiérida de Chile, por el aprovechamiento de su corteza de la cual se extrae
saponina para mdaltiples usos (INFOR, INDAP, FIA, 2000), tales como champd,
dentifrico, jabdn, detergente, cosméticos, contra polillas, etc. En la actualidad muchas
vacunas contienen saponina, ya que actia como un amplificador de la sefial de alarma
para gestar la respuesta inmunolégica (Duery, 2003).

En algunos vifiedos se aplica saponina en el suelo mediante riego por goteo, viéndose
un aumento en la productividad de las uvas y protegiendo las raices de los ataques de
nematodos (Duery, 2003). Estudios han indicado que quillay es una planta con
actividad antifingica (Apablaza, et al., 2002) e insecticida en larvas de las especies
Aedes aegypti y Culex pipiens (Pelah, et al., 2002)

3.5 Trichoderma spp. como biocontrolador en agricultura.

La Trichoderma es un género de hongo de la divisién Ascomycota que estd presente
en los ecosistemas del suelo y raices. Posee especies reconocidas por sus caracteristicas
biocontroladoras de patogenos de suelo y por inducir la estimulacién del crecimiento
de las plantas (Donoso, et al., 2008). Es un hongo saprofito de vida libre y que
interactia de manera simbiética con las plantas (Harman, et al., 2004), es de féacil
aislamiento y cultivo, ademas de estar biolégicamente adaptado para una colonizacion
agresiva debido a su alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y amplia
gama de sustratos sobre los que puede crecer, convirtiendo este genero como un
eficiente agente de control bioldgico (Infante, et al., 2009).

Morfol6gicamente, se caracterizan por presentar al inicio un micelio de color blanco y
a medida que va creciendo se torna de un color amarillento o verde oscuro, con
abundante esporulacion. Bajo el microscopio es posible observar sus conidiéforos

ramificados (Fig. 14).
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Fig. 14. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Trichoderma spp.

A) Colonia de 7 dias de crecimiento en medio de cultivo PDA. B) Conididforo.

Actualmente, en la agricultura se esté intensificando su uso como inoculante dado que
induce el fortalecimiento de la planta y actia como biocontrol. Sin embargo, la
colonizacion de la Trichoderma inoculada en el suelo dependera del nivel de materia
organica (bajo un 2% el hongo no se desarrolla), de la carga de patégenos y del manejo
del suelo debido al alto uso de cobre y fungicidas. Entre las cepas que hoy se utilizan
se encuentra Trichoderma atroviride, Trichoderma asperellum, Trichoderma
harzianum, Trichoderma gamsii y Trichoderma koningii (Agromatica, 2017). Ademas,
el efecto de control es mayor cuando se aplican consorcios de la misma especie
(relacion intraespecifica) o de especies diferentes (relacion interespecifica),
interactuando entre si y mostrando un comportamiento antagénico (interaccion
incompatible) que puede producir una mayor inhibicion de los patdgenos y, por ende,
ampliar el rango de control de estos (Moo Koh, et al., 2018).

3.5.1 Mecanismos de accién de Trichoderma spp. frente a hongos patégenos.
Su mecanismo de accion para el control de patégenos es por (Barra, et al., 2014):

- Micoparasitismo: el hongo toma contacto directo con los patdgenos y
producen metabolitos que degradan las paredes celulares provocando la muerte
del hongo patdgeno.

- Antibiosis: el hongo produce metabolitos secundarios que actian como

sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de los hongos patdgenos.
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- Competencia: el hongo coloniza los tejidos de la planta disminuyendo el
espacio y alimento necesario para el establecimiento y crecimiento de los

hongos patogenos.

Ademas, presentan mecanismos de accion biorreguladora indirecta, destacando la
induccion de defensas fisioldgicas y bioquimicas (desactivacion de toxinas o enzimas
segregadas por microorganismos patdgenos), y la capacidad de aprovechar elementos
nutritivos y brindar un ambiente adecuado al desarrollo de las raices (Benitez, et al.,
2004).

3.5.2 Funcion de Trichoderma spp. en la planta.
La Trichoderma al alimentarse de otros hongos reduce la capacidad de crecimiento y
afeccion a las raices por parte de los patdgenos principalmente, generando un estado
de suelo supresivo donde no existe la aparicion de ningin hongo patogeno en la
suficiente concentracion como para causar un dafo en la planta.
Dentro de las funciones de la Trichoderma destacan las siguientes (Agromatica, 2017):
- Destruye la pared celular de hongos patégenos mediante enzimas y antibioticos
que excretan al medio.
- Parasitismo y eliminacion de hifas de hongos.
- Generacion de resistencia adquirida, por lo que es apta para aplicaciones
foliares.
- Generacion de suelos supresivos, por lo que no hay proliferacion de hongos
patogenos.
- De manera indirecta, estimula las raices para aumentar la capacidad de

asimilacion de nutrientes.
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4. Materiales y Método

4.1 Materiales
4.1.1 Compost de Flora Nativa

Se utilizan cinco compost de flora nativa que fueron recolectados de los primeros 15
[cm] de la capa superior del suelo conteniendo principalmente materia organica vegetal
proveniente de las hojas de los arboles. Se dispone de alrededor de 1 [kg] de cada
compost, de los cuales 500 [g] fueron destinados para analisis fisico — quimicos que
fueron externalizados a la empresa AGQLabs.
Los compost utilizados y del lugar que fueron recolectados son los siguientes:

- Boldo: Fundo Quillay, Colliguay, Region de Valparaiso.

- Lilén: Fundo Quillay, Colliguay, Region de Valparaiso.

- Naranjillo: Parque el Boldo, Zapallar, Region de Valparaiso.

- Peumo: Fundo Quillay, Colliguay, Regién de Valparaiso.

- Quillay: Cajon del Maipo, Region Metropolitana.
Ademas, se realiza el control con un compost de clase A a base de residuos de tomate
y que es comercializado por la Cooperativa Agricola de Reciclaje Weltun Mapu
(Limache).

4.1.2 Medios de Cultivo
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

- Agar Papa Dextrosa (PDA): medio de cultivo para el crecimiento de hongos y
levaduras. Esta compuesto por 4 [g/L] de Infusion de papa, 20 [g/L] de dextrosa
y 15 [g/L] de agar. Ademas, para algunos ensayos fue suplementado con
Cloranfenicol (antibidtico) en una concentracion de 200 [mg/L] con el fin de
inhibir el crecimiento bacteriano.

- Agar de Soya Tripticasa (TSA): medio de cultivo para bacterias que esta
compuesto por Triptona 10 [g/L], extracto de levadura 5 [g/L] y cloruro de sodio

5 [g/L]. Para la preparacion de placas de cultivo de TSA se agreg6 40 [g/L].
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4.1.3 Cepas Fungicas Patégenas
Se trabajaran con tres cepas de hongos patogenos disponibles en el laboratorio: Botrytis
cinerea aislada de ardndano, Fusarium oxysporum y Lasiodiplodia theobromae, ambos

aislados de hoja de palto.

4.2 Metodologia Analitica
4.2.1 Preparacion del Té de Compost.

Se utilizan los compost de flora nativa chilena y el compost comercial que se
encuentran disponibles en el centro de Biotecnologia de la UTFSM. En condiciones de
laboratorio se prepara el t¢ de compost mezclando compost con agua estéril (agua
destilada autoclavada a 121[°C] por 20 [min]) en una proporcion de 1:5 % v/v
(Morales, et al., 2017) para obtener 300 [mL] de té, la preparacion se realiza en frascos
de cultivo de 550 [mL]. Los frascos son dejados a 24 [°C] y 150 rpm de agitacién en
incubador agitador orbital durante 5 dias (Fig 15. A). Finalmente, la mezcla es filtrada
con una tela de algodon esterilizada (Fig.15. B) para eliminar particulas de gran tamafio
propias del compost (Diénez, et al., 2006).

Fig. 15. Preparacion del té de compost en frascos de cultivo y etapa de filtrado.
A) Frascos de cultivo con té de compost sujetados con elasticos al incubador agitador orbital.
B) Frasco con tela de algodon para filtrado.
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4.2.2 Caracterizacion del té de compost

El anélisis fisico — quimico de los compost utilizados, correspondiente a pH,

conductividad eléctrica, materia organica, fosforo disponible, potasio disponible,

nitrogeno total y relacion C/N, se externaliza a la empresa AGQLabs.

Para el analisis microbioldgico, se determina el recuento de microorganismos (hongos

y bacterias) mediante diluciones seriadas de los tés de compost llegando hasta la

dilucion 10 (Fig.16), para luego evaluar cada 24 [h] durante 5 dias la carga microbiana

de los tés, y asi, determinar la cantidad de dias de elaboracién donde se obtenga la

maxima carga microbiana. El recuento de bacterias heterotrofas totales se realiza

inoculando 100uL de la dilucion 10 de los tés en una placa Petri de 90mm con medio

TSA e incubando durante 24 [h] a 27 [°C]. El recuento de hongos filamentosos totales

se realiza inoculando 100pL de la dilucion 1072 de los tés en una placa Petri de 90mm

con medio PDA suplementado con cloranfenicol. Se dejan incubando por 5 dias a 24

[°C]. El recuento para hongos y bacterias se realiza en triplicado y los resultados se

expresan en UFC/mL (Renaloa, 2014).
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Fig. 16. Esquema recuento de microorganismos mediante dilucién seriada y plaqueo en medios selectivos.
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El recuento de microorganismos se realiza mediante la siguiente ecuacion:
c
N = vd (Ec.1)

Donde: - C: promedio de colonias contadas en las placas correspondiente a una misma
dilucion. La placa contada debe tener entre 10 — 150 ufc.
- V: volumen del in6culo sembrado en la placa Petri en mililitros.

- d: dilucién escogida para realizar el recuento.

4.2.3 Aislamiento de microorganismos.
Del recuento de hongos filamentosos se aislan cepas con diferentes morfologias y se
seleccionan aquellas que presenten una morfologia similar a Trichoderma spp., para
luego evaluar antagonismo contra los patégenos fangicos y formar un consorcio con
tres cepas que seran inoculadas en los respectivos tés de compost de flora nativa. El
aislamiento se realiza con aguja hipodérmica y se inocula en placa Petri de 60mm de
didmetro con medio PDA.
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Fig. 17. Esquema aislamiento de hongo filamentoso
A) Recuento y seleccion de hongo. B) Aislamiento de hongo. C) Colonia de hongo puray aislada.

4.2.4 ldentificacion de cepas fungicas.
A las cepas putativas Trichoderma spp. aisladas se les realizo extraccion de ADN, PCR
con marcadores moleculares ITS y secuenciacién para identificacion molecular.
Para la extraccion se afiade micelio del hongo seleccionado con 5 dias de crecimiento
a un tubo Eppendorf de 1,5 [ml] y con un palillo estéril se muele el micelio. Luego se
agregan 500 pL de tampoén de lisis (2% de CTAB, 100 mM de Tris-HCI, 1.4 M de
NaCl, 1% de PVP, 20 mM de Na,EDTA, 0.2% de LiCl, pH ajustado a ~ 8) y se vuelve
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a moler junto al micelio, incubar por 30 [min] a 65[°C]. A continuacion, se centrifuga
a 10.000 rpm durante 5 [min] a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiere a
un nuevo tubo y se afiade la misma cantidad de volumen de Cloroformo: Isoamil-
Alcohol, el tubo se voltea suavemente varias veces y se centrifuga a 12.000 rpm durante
10 [min] a temperatura ambiente. La fase superior se pasa a un nuevo tubo y se agrega
un volumen equivalente de Isopropanol frio (-20[°C]) para precipitar el ADN
(almacenar la mezcla a -20[°C] durante 30 [min]). Centrifugar a 14.000 rpm durante
10 [min] a temperatura ambiente. El sobrenadante es removido y se agregan 500uL de
etanol al 70%, volviendo a centrifugar a 12.000 rpm por 5 [min]. El sobrenadante se
desecha y el pellet se deja secar a temperatura ambiente. Finalmente, se disuelve en
50uL de agua libre de nucleasas y se almacena a -20 [°C] (Huanca-Mamani, et al.,
2014). El pellet disuelto se lleva por 10 [min] a una temperatura de 96[°C], luego a
hielo por 5 [min] y se centrifuga a 13.000 rpm durante 10 [min], recuperando 5uL en
un tubo Eppendorf de 1,5 [mL]. En un tubo para PCR (200 pL) para 50 pL de reaccion
se utilizan: 22uL de agua libre de nucleasas, 25uL. GoTaqg Green Master Mix, 1 pL del
Partidor ITS6 (5’-GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG-3"), 1uL del Partidor ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) y 1uL. de ADN de la muestra a secuenciar.
Finalmente, los tubos son llevados al Termociclador para realizar el PCR donde las
condiciones de ciclo son las siguientes: 1 ciclo de 10 min a 94°C, 35 ciclos a 94°C,
55°Cy 72°C por 30 segundos cada uno, y 1 ciclo de 10 min a 72°C. Las muestras son
almacenadas a -20[°C]. Durante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
amplifican las regiones ITS — 1 e ITS — 2 mediante los partidores ITS6 e ITS4 (White,
et al., 1990). La region ITS es el marcador genético mas comunmente utilizado en la
secuenciacion de hongos por ser una region muy conservada que estd separada por
secuencias divergentes muy variables que representan una huella gendémica para cada
hongo, permitiendo un fécil disefio de los partidores.

Los productos PCR son comprobados mediante electroforesis en gel agarosa al 1%
(p/v) en buffer TBE y con 1,5 uL de Safeview a 90 [V] durante 40 minutos.
Finalmente, los productos de PCR son enviados a secuenciar a la Plataforma de

Secuenciacion y Tecnologias Omicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile,
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quien cuenta con la tecnologia ABI PRISM 3100 para la obtencion automatica de la
secuencia de nucledtidos a partir de templados de PCR y plasmidos. Las secuencias
obtenidas son analizadas y comparadas con el banco de genes de Blast. NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

4.2.5 Incompatibilidad intraespecifica e interespecifica entre
Trichoderma spp.
Las cepas de Trichoderma spp. aisladas desde tés de compost de flora nativa se

enfrentaran para determinar incompatibilidad intraespecifica (misma especie) o
interespecifica (diferentes especies). Para ello, en placas Petri de 90mm de diametro
con medio de cultivo PDA se colocan 2 discos de micelio (siete dias de crecimiento)
de 5 mm de didmetro de distintas cepas confrontados. Las confrontaciones se realizan
en triplicado y utilizando como testigo los aislados individuales. Las placas se dejan en
incubacion a 24 [°C] durante 7 dias. Al final del ensayo se seleccionan las cepas
fangicas con mayor incompatibilidad considerando tres caracteristicas: a) el
crecimiento proporcional (50%/50%) de ambos aislados en la placa de Petri, b) la
presencia de barrera micelial (incompatibilidad de los aislados) y c) la coloracion en el
medio de cultivo (Moo Koh, et al., 2018).

4.2.6 Confrontacion preliminar de Trichoderma spp. sobre el crecimiento
de cepas fangicas patdgenas.
De las Trichoderma spp. aisladas se realiza un ensayo previo de antagonismo donde en

el centro de la placa Petri, con medio de cultivo PDA, se coloca un disco de 5 mm de
diametro con micelio del patégeno: Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y
Lasiodiplodia theobromae (de siete dias de crecimiento), y sobre los ejes horizontal y
vertical se ponen los discos de 5 mm de didmetro con Trichoderma spp de siete dias de
crecimiento (Fig. 18. A). Las placas se realizan en triplicado y son incubadas a 24 [°C]
durante 7 dias (Villamil, et al., 2012). El control negativo de inhibicién del crecimiento
del patdgeno se realiza colocando discos con medio de cultivo PDA sin micelio de
Trichoderma spp. sobre el eje horizontal y vertical. Las colonias de Trichoderma spp.

que presenten una interaccion con el patdgeno, reduciendo su crecimiento o
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modificando su forma, se preseleccionan para evaluar antagonismo in vitro contra el

patdgeno Lasiodiplodia theobromae (Martinez, et al., 2013).

T1
T4 T2%
Pato,geno .
¢T3 A
A) B)

Fig. 18. Esquema de confrontacion preliminar de hongo patdgeno con distintas cepas de Trichoderma spp.

A) Cepa fitopatégena confrontada con distintas cepas nativas de Trichoderma spp. B) Crecimiento de
hongos confrontados luego de 7 dias de incubacion

4.2.7 Efecto antagbénico de Trichoderma spp. sobre Lasiodiplodia
theobromae.
Se realiza un segundo ensayo confrontando las Trichoderma spp. que mejores

resultados hayan presentado en el ensayo de incompatibilidad y de confrontacion
preliminar con el patégeno Lasiodiplodia theobromae, por ser el hongo mas invasivo
de los patdgenos que se estan evaluando al presentar una velocidad de crecimiento
micelial mayor, siendo altamente competitiva para Trichoderma spp.. Para ello, en una
placa Petri de 90mm con medio de cultivo PDA, se coloca en un lado de la placa un
disco de 5 mm de diametro con micelio del patdgeno y en frente otro disco de 5 mm
de diametro con micelio de Trichoderma spp. (Fig.19). El ensayo se realiza en
triplicado y las placas se dejan incubando a 24 [°C] durante 5 dias. El control se realiza
confrontando el patégeno con un disco de medio de cultivo PDA sin micelio. Se mide
el diametro de crecimiento del patdgeno al ultimo dia y se calcula el porcentaje de

inhibicion (1) de crecimiento micelial (Mbarga, et al., 2012; Dianez, et al., 2006):
1 (%) = (1-2)-100 (Ec. 2)
0

Donde: - Cn: diametro de crecimiento del patdgeno en presencia de antagonista.

-Co: diametro de crecimiento del patdgeno control.
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Fig. 19. Esquema de confrontacion de Trichoderma spp. con Lasiodiplodia theobromae.
A) Indculo de L. theobromae (gris) y Trichoderma spp. (verde) en t=0h. B) Inhibicion de L. theobromae (-)
frente el crecimiento de Trichoderma spp. tras 5 dias de incubacion (t>0h).

De este ensayo, se seleccionan las tres cepas que mejores resultados presenten, teniendo
en consideracion el ensayo de incompatibilidad entre Trichoderma spp.

4.2.8 Inoculacion de té de compost de flora nativa con Trichoderma spp.
Con las tres cepas seleccionadas se realiza el recuento de esporas mediante el uso de la
camara de Neubauer (Fig.20), para lo cual se recolectan las esporas por inundacién de
agua estéril en la placa de PDA y se inocula con 10 [uL] entre el cubreobjeto y la
camara, donde el liquido se introduce por capilaridad. El recuento se realiza en el
cuadrado secundario central bajo el aumento 40x del microscopio, contando 5 de los
25 cuadros que lo componen.
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Fig. 20. Esquema de Recuento de esporas en camara de Neubauer.
En 10X se presentan los 25 cuadros del cuadrado secundario central de la cdmara. En 40X se observa que
las esporas en verde son las cuantificables y no las rojas que estan fuera de los limites del cuadro contable.
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Se ajusta la concentracion a 10° [esporas/mL], para que, al inocularlo en el té, este
quede con una concentracion de 5*10* [esporas/mL] (Siddiqui, et al., 2007). La
concentracion inicial de esporas (c1) se obtiene mediante la siguiente ecuacion para el

recuento realizado en el cuadrado secundario central (Fuentes, 2019):

esporas| _ ¢fa
“m ]_0,000004 [mi] (Ec.3)

Donde: - c: promedio de esporas contadas en los 5 cuadros del cuadrado secundario
central.
- f4: factor de dilucion sobre el cual se esta realizando el recuento de esporas. Si

no hay dilucién el factor es 1.

Por Gltimo, para el ajuste de la concentracion se utiliza la siguiente ecuacion:
' Vi=cy'V, (Ec. 4)
Donde: - c1: concentracion inicial de esporas/ml.
- C2: concentracion final de esporas/ml.
- V1: volumen inicial.

- V>: volumen final.

4.2.9 Efecto directo de tés de compost con y sin inoculacion de
Trichoderma spp. sobre el crecimiento de patégenos

Se realiza un estudio in vitro para analizar el efecto de los tés de compost de flora nativa
con y sin inoculacion de Trichoderma spp. en el crecimiento relativo de fitopatdogenos
en placas Petri. EI medio sera preparado mediante la adicion del té de compost en una
proporcion del 10% (v/v) al medio PDA fundido a 60 [°C]. Luego el medio es vertido
a placas de 90 mm y es inoculado con micelio en crecimiento activo del fitopatégeno
(7 dias de crecimiento) en el medio de la placa mediante un disco de PDA de 5 mm de
diametro. Se realiza control con adicion de agua estéril al medio PDA. Se realizan 3
réplicas por tratamiento y el diametro de la colonia del fitopatégeno se mide a los 2, 7
y 14 dias después de la inoculacion. Se calcula el porcentaje de inhibicion (1) de
crecimiento micelial y el crecimiento relativo de la colonia (RG) de acuerdo a la

siguiente ecuacion (Morales, et al., 2017):
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RG (%) = 2£-100 (Ec.5)

Do
Donde: - D1: didmetro de hongo patdgeno en medio de cultivo con Té de Compost.

- Do: diametro de hongo patogeno en medio de cultivo control.

4.3 Anélisis estadistico
Los resultados obtenidos seran analizados mediante el analisis de varianza (ANOVA),
donde un valor P < 0,05 se considero estadisticamente significativo. Para determinar
cuales medias eran significativamente diferentes de otras, los resultados se sometieron
a Prueba de Multiples Rangos. Los andlisis se realizaron haciendo uso del programa

Statgraphics Centurion XVI.1
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5. Resultados
5.1 Caracterizacion fisico — quimica y microbiologica del Té de Compost
de Flora Nativa
5.1.1 Analisis nutricional.
En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos del analisis fisico — quimico
realizado por AGQ Labs para los distintos compost utilizados en la elaboracion del té

de compost:

Tabla 2. Caracteristicas fisico — quimicas de los Compost de Flora Nativa.

Compost
ParameFrq fisice Unidad oG Boldo Lilén Naranjillo Peumo Quillay
. -quimico_ ~_fomate - -~ -~ -~ °
pH [-] 849 525 544 5,46 4,84 6,18
Conductividad  dS/ma
Eléctrica 20°C 7,73 0,21 0,30 0,32 0,17 0,004
Nitrogeno Total mg/kg 11.155 10.320 11.180 2.808 3.469 12.320
Fosforo
Disponible mg/kg 2067 127 99,5 163 58,8 147
Potasio
Disponible meg/100g 155 2,31 3,33 1,4 0,28 3,49
Materia Organica % 134 228 384 5,82 7,62 42,9
Relacion C/N [-] 6,99 12,8 199 12 12,7 20,2

Se observa que el pH para los compost de flora nativa es menor al compost control
(Residuos de tomate), sin embargo, se encuentran dentro del limite establecido en la
norma chilena a excepcion del Peumo. Para la conductividad eléctrica se observan
diferencias significativas entre el compost control y los de flora nativa, sin embargo,
se encuentran dentro de lo establecido en la norma chilena NCh2880, donde el compost
control seria catalogado como uno de clase B (CE<8 dS/m), lo cual difiere de lo
informado por la cooperativa que lo clasifica como un compost de clase A. En cuanto
al nitrogeno total se tiene que el compost de Naranjillo y Peumo poseen una baja
concentracion en comparacién a los otros compost, siendo esta diferencia significativa,
mientras que para el fosforo y potasio disponible también se tienen diferencias
significativas de los compost de flora nativa con relacion al control, el cual, ademas,
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tiene altas concentraciones de estos macronutrientes. Para la materia organica se tiene
porcentajes que los compost de Boldo, Lilény Quillay cumplen con la norma NCh2880
al ser mayor al 20%, no asi para el control que tiene un 13,4% mientras que el Naranjillo
y Peumo poseen un 5,82% y 7,62% respectivamente. Finalmente, la relacion C/N de
los compost también se encuentran dentro de lo establecido en la norma con la
diferencia que los de flora nativa poseen una mayor relacion en comparacién con el
control.

En general, la composicion de los compost de flora nativa estan dentro de los limites
aceptables del compostaje segin la norma chilena NCh2880, por lo que podria ser
clasificado como compost de clase A, sin embargo, con este analisis nutricional no es
posible determinar con exactitud la calidad del compost, puesto que hacen falta el

analisis sanitario, de metales pesados y germinacién de maleza.

5.1.2 Analisis microbioldgico
Para el recuento de bacterias en los distintos tés de compost de flora nativa, se tiene en
general un aumento de la carga bacteriana (UFC/mL) a medida que aumentan los dias
de preparacion del té (Fig.21) siendo, por ende, el quinto dia de preparacion el que
mayor recuento presenta. También se presenta una variacion que tiende a ser
significativa (P<0,05) entre un dia y otro (Tabla 3). En cuanto al té de compost
comercial (R. Tomate) se observa un mayor recuento al segundo dia, el cual no difiere
significativamente del recuento del quinto dia que, ademas, presenta uno de los

menores recuentos de bacteria en comparacion a los tés de compost de flora nativa.

Tabla 3. Recuento de bacterias [UFC/mI] en los diversos tés de compost.
Té de Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 BIERS)
Compost UFC/ml  UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/mI

10° 10° 108 10° 108 10°
R. Tomate 2,1+0,3% 39+08° 95+04%® 85+0,5° 88+0,5® 9,1+05%®
Peumo 39+03° 57+03% 81+0,5 10,7+0,3% 94+0,2° 10,9 +0,3?
Quillay 4,7+0,7° 97+0,3° 10,9+0,3* 11,3+0,4% 11,4+0,5% 11,5+ 0,22
Lilen  1,9+03® 29+0,6° 43+0,8% 69+04° 85+0,6° 13,6+0,72
Naranjillo 3,3+0,3 45+04° 57+04° 60+04° 87+04% 9,1+0,5
Boldo 3,7+03%¢ 27+06° 43+06° 61+03" 58+1,1° 9,713

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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En el Anexo B se presentan los resultados del analisis de varianza ANOVA vy de la

Prueba de Multiples Rangos para el Recuento de Bacterias y Hongos.

Recuento de Bacterias
6. E+H)7
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Fig. 21. Recuento de bacterias heterotrofas totales durante 5 dias de preparacion de tés de compost de flora
nativa.

En el recuento de hongos filamentosos en general es posible apreciar que la carga
fangica (UFC/ml) aumenta a medida que pasan los dias de preparacion (Fig.22),
ademas de presentarse diferencias significativas entre un dia y otro de la elaboracion
del té (Tabla 4). De la Fig. 22 también es posible apreciar que la carga fungica del té
de compost comercial (R. Tomate) es la mayor al quinto dia de preparacion del té,
siendo similar al recuento del té de Boldo, no asi para el té de Peumo que presenta el
menor recuento de hongos.

En el Anexo A se adjunta figura con imagenes de los recuentos de hongos realizados

durante los 5 dias de elaboracion de los tés de compost.
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Tabla 4. Recuento de hongos en los diversos tés de compost.

Té de Dia 0 Dia 1 DIEW Dia 3 Dia 4 DIERS

Compost UFC/ml  UFC/ml  UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
10* 104 104 10 10 10
R.Tomate 18,7+1,59 227+15° 28,0+1,0° 233+21° 250+26" 327+15°

Peumo  2,7+0,6% 83+15° 10,7+1,2%® 120+1,0*® 9,7+0,6* 11,3+0,6®
Quillay 50+1,00 87+15% 83+0,6% 140+10° 11,3+12° 193+15°
Liléen  18,7+25% 183+3,1* 20,3+25* 187+15* 20,3+21* 173+15°
Naranjillo 16,3+1,5° 13,3+15% 213+15° 263+15% 227+12° 277+12%
Boldo  20,0+2,0° 16,7+2,1% 17,7+15% 250+2,0° 29.3+15* 31,3+1.2?

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Fig. 22. Recuento de hongos filamentosos totales durante 5 dias de preparacion de tés de compost de flora
nativa.

De acuerdo a lo anterior, se determina que la preparacion del té de compost de flora
nativa tendra una duracion de 5 dias a 150 rpm y 24 [°C] a fin de tener la mayor carga
microbiana presente en los tés de compost.

Por altimo, en la siguiente Fig. 23 se presenta el recuento de hongos al quinto dia de
preparacion de los tés de compost observandose, en general, que los de flora nativa

tienen una mayor diversidad que el de residuos de tomate (control), diversidad que es
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independiente del recuento, pues un alto recuento de microorganismos no implica

necesariamente una alta diversidad y viceversa.

Boldo Lilén Naranjillo

Fig. 23. Recuento de Hongos Filamentosos al quinto dia de elaboracion de los diversos tés de compost.

5.2 Aislamiento e Identificacion de cepas fungicas.

Del recuento de hongos filamentosos en los tés de compost de flora nativa se aislaron
un total de 88 cepas flngicas, de los cuales 11 presentaban morfologia similar
Trichoderma spp. Ademas, se incluye una doceava cepa correspondiente a
Clonostachys rosea (100% identidad, 97% cover) aislada de té de compost de Lilén,
especie fangica que presenta reportes de actividad antagonica sobre Botrytis cinerea y
Fusarium oxysporum (Flores, et al., 2015).

Los resultados obtenidos de las comparaciones de las secuencias de nucleétidos de la
region ITS — 1 e ITS — 2 permitieron realizar la identificacion de las especies con un

porcentaje de identidad del 99,8 — 100%, predominando tres especies: Trichoderma
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asperellum, Trichoderma harzianum y Trichoderma paraviridescens. A continuacién,

se resumen los resultados obtenidos:

Tabla 5. Numero total de cepas aisladas e Identificacion de Trichoderma spp. desde té de compost de flora

nativa.
Té de N° Total de N° Cepas de e % %
Compost Cepas aisladas Trichoderma cover identidad

Boldo 15 1 T. asperellum 100 100
Lilen 13 2 T. asperellum 100 100
T. harzianum 100 100
Naranijillo 20 2 T. asperellum 100 100

Trichoderma sp. - -
Peumo 18 2 T. harzianum 100 99,8
T. asperellum 100 100
Quillay 22 4 T. asperellum 100 100
T. harzianum 100 100
T. paraviridescens 100 100

Trichoderma sp. - -

Como se observa en la Tabla 5, de las 11 cepas con morfologia similar a Trichoderma
spp. solo fue posible secuenciar 9 de ellas. En la siguiente figura se presentan las
distintas morfologias de todos los aislados de Trichoderma spp. desde los tés de

compost de flora nativa:
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Trichoderma harzianum Trichoderma asperellum

(Bokdo) (Lilen) (Lilén)

Trichoderma asperellum Trichoderma sp. Trichoderma asperellum

(Naranjillo) (Naranjillo) (Peumo)

Trichoderma sp. Trichoderma paraviridescens

(Peumo) (Quillay) (Quillay)

Trichoderma harzianum Trichoderma asperellum Clonostachys rosea
(Quillay) (Quillay) (Lilén)

Fig. 24. Aislados de Trichoderma spp. y cepa de Clonostachys rosea desde los té de compost de flora nativa
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5.3 Incompatibilidad intraespecifica e interespecifica de Trichoderma

spp.
El ensayo se realiza con los 9 aislados secuenciados de Trichoderma spp., realizandose

36 enfrentamientos duales, de los cuales 14 presentaron la misma capacidad de
competencia, creciendo de manera proporcional en el area de la placa Petri (50% —
50%). De ellos, 11 enfrentamientos presentaron barrera de defensa entre 0,3 [cm] y 0,5
[cm], mientras que 5 presentaron barrera de defensa y coloracion de 0,7 a 1,0 [cm]. En
el Anexo C se presenta la tabla con los resultados obtenidos para cada confrontacion.

En la Fig. 25 a) es posible apreciar una condicién no deseada, puesto que la cepa
Trichoderma asperellum (Lilén) tiene mayor predominancia de crecimiento que la cepa
Trichoderma harzianum (Lilén), sin embargo, es posible apreciar una gran barrera de
defensa con coloracion (incompatibilidad interespecifica). En b) se observa un
crecimiento proporcional de las cepas de Trichoderma asperellum de Lilén y Naranjillo
ademas de presentar una barrera de defensa de 0,3 [cm] (incompatibilidad
intraespecifica); y en c¢) es posible apreciar una condicion deseada de incompatibilidad,
donde las cepas de Trichoderma harzianum (Peumo) y Trichoderma asperellum
(Boldo) presentan crecimiento proporcional en la placa Petri, ademas de una barrera de

defensa con coloracion (incompatibilidad interespecifica).

y
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Fig. 25. Enfrentamientos de incompatibilidad de especies de Trichoderma spp. aisladas desde los tés de
compost de flora nativa. a) T. harzianum (Lilén) vs T.asperellum (Lilén). b) T. asperellum (Lilén) vs T.
asperellum (Naranjillo). ¢) T. harzianum (Peumo) vs T. harzianum (Boldo). En rojo se delimita la zona de la
barrera de defensa y coloracion en el medio de cultivo.
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De acuerdo a lo mencionado, 6 cepas de Trichoderma spp presentan las caracteristicas
deseadas para la formacidn de un consorcio: 1 cepa de Trichoderma harzianum aislada
de Peumo y 5 cepas de Trichoderma asperellum, cada una aislada de los respectivos

tés de compost de Boldo, Lilén, Naranjillo, Peumo y Quillay.

5.4 Confrontacion preliminar de Trichoderma spp. sobre cepas fungicas
patogenas.
Se realiza con las las 11 cepas de Trichoderma spp y la cepa de Clonostachys rosea,

frente a las 3 cepas de patdgenos: B. cinerea, F. oxysporum y L.theobromae,
observandose (Fig. 26) que las 3 cepas de T. harzianum (T.h) aisladas de Peumo (P),
Lilén (L) y Boldo (BI) presentan algun tipo de efecto antagonista sobre el crecimiento
micelial de los patdgenos, asi como también las 5 cepas de T. asperellum (T.a) aisladas
de Boldo, Lilén, Naranjillo (N), Peumo y Quillay (Q). La cepa T. paraviridescens no
se selecciona porque presenta un efecto minimo en comparacion a las otras
Trichoderma sp.. Las otras 2 cepas de Trichoderma spp., si bien presentan algun efecto,
no se incluyen por no estar secuenciadas. La cepa de Clonostachys rosea no se
selecciona, ya que frente a las Trichoderma spp. presenta un crecimiento menor por lo
que no es posible apreciar un efecto antagonista sobre el crecimiento de los patégenos.
También, se observa que la cepa del patdgeno Lasiodiplodia theobromae al séptimo
dia de evaluacion presenta un crecimiento micelial que abarca toda la placa, mientras
que los otros patdgenos cubren la mitad o menos de ella. A ello, se suma que las
posibles cepas con efecto inhibidor presentan un menor crecimiento en presencia de
éste patdgeno, razén por la cual se debe evaluar el efecto directo de las Trichoderma
spp. con L. theobromae mediante confrontacion dual

Finalmente, considerando los resultados de este ensayo se preseleccionan las 6 cepas
de Trichoderma spp que presentaron las condiciones deseadas de incompatibilidad para

evaluar el efecto antagonista contra Lasiodiplodia theobromae.
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Fig. 26. Confrontacion preliminar de cepas de Trichoderma spp. y de Clonostachys rosea sobre cepas
flngicas patdgenas.
T.a: Trichoderma asperellum. — T.h: Trichoderma harzianum. — T.sp.. Trichoderma sp. — C.r: Clonostachys
rosea — Bl: Boldo. — L: Lilén. — N: Naranjillo. — P: Peumo. — Q: Quillay

5.5Efecto antagénico de Trichoderma spp. sobre Lasiodiplodia
theobromae.
Las seis cepas preseleccionadas para evaluar antagonismo contra L. theobromae si

presentaron actividad, observandose que el crecimiento del patégeno cesa cuando entra
en contacto con las Trichoderma spp.

En Fig. 27 a) se tiene el control del patogeno, en b) se confronta T. harzianum (Peumo)
y L. theobromae observandose una mayor predominancia del crecimiento del patégeno
en la placa Petri, ademas, de coloracion y una barrera de defensa entre ambas cepas,
mientras que en ¢) se observa un crecimiento proporcional de T. asperellum (Boldo) y
L. theobromae con la presencia de barrera de defensa y coloracion en el medio de

cultivo.
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Fig. 27. Antagonismo de las cepas de Trichoderma spp. contra Lasiodiplodia theobromae.
A) Control L. theobromae. B) T. harzianum (Peumo) vs L. theobromae, al reverso de la placa se observa
coloracion en barrera de defensa. C) T. asperellum (Boldo) vs L. theobromae, al reverso de la placa se
observa barrera de defensay coloracion.

En la Tabla 6 se presenta el diametro de crecimiento del patégeno a los 5 dias de

realizado el ensayo con diferencias significativas respecto al control (P<0,05), mientras

que solo Trichoderma asperellum (Boldo) presenta un porcentaje de inhibicién mayor
al 50%.

Tabla 6. Crecimiento micelial de L. theobromae frente cepas de Trichoderma spp. y porcentaje de inhibicion
micelial a 5 dias del ensayo.

Cepa Fungica Didmetro [mm] Inhibicion micelial
L. theobromae [%0]
T. harzianum (Peumo) 54,3+0,2° 36,8
T. asperellum (Boldo) 41,7+0,2¢ 51,5
T. asperellum (Lilén) 43,7+0,2¢ 49,2
T. asperellum (Naranjillo) 53,7+0,1° 37,5
T. asperellum (Peumo) 46,7+0,2° 45,7
T. asperellum (Quillay) 52,0+0,2° 39,5

Control 86,0£0°? 0

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En Anexo B se presenta el andlisis de varianza y la Prueba de Mdltiples Rangos.
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Finalmente, se seleccionan 3 cepas para formar el consorcio que sera inoculado en los
tés de compost de flora nativa: Trichoderma harzianum (Lilén) que si bien presenta el
porcentaje de inhibicion frente a L. theobromae mas bajo, es necesaria para generar la
incompatibilidad interespecifica con las otras dos cepas seleccionadas que fueron
Trichoderma asperellum aisladas de Boldo y Lilén respectivamente, las cuales
presentan la mayor inhibicion frente al patdgeno, generando barreras de defensa entre
ellas (incompatibilidad intraespecifica) y coloracion en el medio de cultivo frente a T.

harzianum.

5.6 Inoculacién de té de compost de flora nativa con Trichoderma spp.
En la Tabla 7 se presenta la concentracidn inicial de esporas por mililitro para las 3
cepas seleccionadas, la cual fue obtenida mediante el recuento en la cdmara de

Neubauer como se aprecia en la Fig. 28.

a) b)

Fig. 28. Recuento de esporas en camara Neubauer. En a) se presenta el cuadrante secundario central bajo el
aumento 10x del microscopio. En b) se presenta un cuadrante bajo el aumento 40x del microscopio.

Ademas, se presenta el volumen que debe ser inoculado en el té a fin de obtener la
concentracion deseada de 5-10* [esporas/ml] (Siddiqui, et al., 2007) en los 300 [mL]

de los diversos tés de compost preparados.

Tabla 7. Recuento de esporas de Trichoderma en camara de Neubauer e inoculo usado en té de compost.
Concentracion inicial Inoculo Concentracion

[Esporas / ml] [uL]  final [Esporas / ml]
T. harzianum (Peumo) 4,59 - 106 1300 2,0 - 10*
T. asperellum (Boldo) 7,13 - 106 630 1,5 - 10*
T. asperellum (Lilén) 7,66 - 106 585 1,5 - 10*
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Para la preparacion del té de compost de flora nativa inoculado con cepas de
Trichoderma spp. se procede a realizar el procedimiento descrito en el inciso 4.2.1 con
la diferencia que la cepa de Trichoderma harzianum (Peumo) es agregada pasada las
24 [h] de elaboracion en una concentracion de 2-10*[esporas/ml], mientras que las
Trichoderma asperellum son agregadas al tercer dia a una concentracion de
1,5-10*[esporas/ml] por cada cepa. La cepa de Trichoderma harzianum es inoculada
antes, ya que tarda mas en crecer y esporular que T. asperellum. Al quinto dia se detiene
la incubacion del té y se procede a realizar el ensayo directo con los patdgenos.

Se realiza recuento de microorganismos y se compara con el obtenido en los tés de
compost de flora nativa sin inocular al quinto dia, observandose en general una
disminucion de hongos filamentosos y de bacterias heterdtrofas totales como se aprecia
en la Fig. 29 y 30 respectivamente, siendo estas diferencias significativas (P<0,05).
En Anexo B se presenta el andlisis de varianza y la Prueba de Mdltiples Rangos.

Recuento de Bacterias
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Fig. 29. Comparacion de recuento de bacterias heterdtrofas totales entre los diversos té de composty té de
compost con Trichoderma spp.
*Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Fig. 30. Comparacion de recuento de hongos filamentosos entre los diversos té de compost y té de compost
con Trichoderma spp.
*Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

La disminucién de microorganismos en los tés de compost inoculados con
Trichoderma spp. puede deberse al efecto antagonista que tiene el hongo frente a los
otros microorganismos patogenos, ya sea por competencia de nutrientes o espacio,

antibiosis y/o micoparasitismo.

5.7 Efecto de té de compost de flora nativa con y sin inoculacion de
Trichoderma spp. sobre cepas fungicas patogenas.

e Botrytis cinerea:
En la Tabla 8 se tiene que la inoculacién del consorcio de Trichoderma spp. a los tés
de compost de flora nativa mejora el efecto supresor sobre el crecimiento del patégeno
Botrytis cinerea, teniéndose un RG (crecimiento relativo) menor al 50% (valor de
referencia para determinar un alto efecto supresor) (Morales, et al., 2017), el cual
mejora significativamente para el té de Peumo y Naranjillo que presentaban un RG de
51,9% y 60,2% (bajo efecto supresor) cuando no estaban inoculados. En cuanto al
didmetro de crecimiento del patégeno desde el segundo dia de incubacion es posible

observar efectos inhibitorios de parte de la mayoria de los tés de compost (con y sin
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inoculacién) en comparacion al control, menos para los tés de compost no inoculados
de Lilén, Peumo y Naranjillo, con los cuales no se tienen diferencias significativas. Al
cabo del dia 7 y 14 de incubacion se observa un mayor efecto sobre el diametro de
crecimiento del patdgeno en todos los tratamientos y con diferencias significativas

respecto al control.

Tabla 8. Porcentaje de crecimiento relativo (RG) y diametro de crecimiento de Botrytis cinérea bajo
tratamiento de té de compost de flora nativa con y sin inoculacién de Trichoderma spp.

Patogeno Té de Compost RG Dia 2 Dia 7 Dia 14
% [mm] [mm] [mm]
Boldo 16,3 55+01* 11,0+22° 13,6+3.2"
Boldo Inoculado 10,8 54+0,3% 7,7+0,2* 90+1,2*
Lilén 16,6 6,8+0,5¢ 142+0,9° 138+1,3™
Lilén Inoculado 90 58%x02* 80x05* 75+0,6°
Naranjillo 60,2 6,9+05% 549+25° 501+57¢
Botrytis  Naranjillo Inoculado 11,1 6,6+02% 90+0,5® 92+1,0?
cinerea Peumo 51,9 7,1+01% 415+28% 432+41°
Peumo Inoculado 136 59+0,6* 98+0,7%° 11,3+1,6®
Quillay 18,7 6,0+0,3®® 136+0,6° 156+1,9°
Quillay Inoculado 11,7 59+06* 87+1,7® 97+0,8®
Residuos de Tomate 11,1 59#0,1* 88+3,1* 92+3,0?
Control 100 72+079 524+46" 833+35

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En la Fig. 31 se tiene que el consorcio de Trichoderma spp. inoculado aumenta la
inhibicidn del crecimiento micelial del patdgeno en todos los tés de compost de flora
nativa de manera significativa, en especial para el Té de Peumo y Naranjillo,
alcanzandose inhibiciones del crecimiento micelial entorno al 90%. Respecto al té de
compost comercial, correspondiente al té de residuos de tomate, se tiene que los otros
tés difieren significativamente de éste cuando no estan inoculados, mientras que
presenta porcentajes de inhibicion similares y sin diferencias significativas con los tés

de compost inoculados.
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Fig. 31. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los diferentes tratamientos sobre Botrytis
cinerea.
*Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

e Fusarium oxysporum:
En la Tabla 9 se tiene que la inoculacién del consorcio de Trichoderma spp. a los tés
de compost de flora nativa mejora significativamente el efecto supresor sobre el
crecimiento del patdgeno Fusarium oxysporum, teniéndose un crecimiento relativo
(RG) menor al 50% al igual que en los tés de compost sin inocular. En cuanto al
didmetro de crecimiento del patdgeno, para el segundo dia en las placas de los distintos
tés de compost de flora nativa ya es posible apreciar un efecto inhibitorio respecto al
crecimiento del patdgeno control, efecto inhibitorio que es méas notorio a los 7'y 14 dias

del ensayo y con diferencias significativas entre un tratamiento y otro.
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Tabla 9. Porcentaje de crecimiento relativo (RG) y diametro de crecimiento de Fusarium oxysporum bajo
tratamiento de té de compost de flora nativa con y sin inoculacion de Trichoderma spp

Patdgeno Té de Compost RG Dia 2 Dia7 Dia 14
% [mm] [mm] [mm]

Boldo 241 112+0,8° 143+22° 196 +2,3“

Boldo Inoculado 140 105+0,3*® 95+0,1*° 114+1,6°

Lilén 282 95+03 13,1+28 230+1,7¢

Lilén Inoculado 145 90+02* 103+0,6* 11,8+1,2?

Naranjillo 449 138+1,0° 247+32° 365+26

Fusarium  Naranjillo Inoculado 16,6 9,4+0,2°® 140+0,8° 135+2,0%®

oxysporum Peumo 343 162+1,8% 181+32% 279+33°

Peumo Inoculado 156 159+0,6 146+1,6° 12,7+24°

Quillay 21,0 12,7+1,3¢ 147+05° 17,1+45

Quillay Inoculado 13,7 15,3+0,6° 16,0+1,2% 11,1+0,72

Residuos de Tomate 36,0 9,3+0,4* 182+3,19 292+37¢

Control 100,0 20,3+0,9° 57,7+11,2" 81,3+529

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En la Fig. 32 se observa que el consorcio inoculado aumenta la inhibicion del

crecimiento micelial del patégeno en todos los tés de compost de flora nativa cercano

aun 85% y con diferencias significativas (P<0,05) en comparacion a los tés de compost

sin inocular y compost comercial (residuos de tomate).
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Fig. 32. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los diferentes tratamientos sobre Fusarium
oxysporum.

*Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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e Lasiodiplodia theobromae:
En la Tabla 10 se indica que la inoculacion del consorcio de Trichoderma spp. a los tés
de compost de flora nativa mejora significativamente el efecto supresor sobre el
crecimiento del patdégeno Lasiodiplodia theobromae, presentando valores de un
crecimiento relativo (RG) menor al 50% en 4 de los 5 tés de compost inoculado,
existiendo diferencias significativas con los tés de compost no inoculados, los cuales
presentan un bajo efecto supresor al tener un crecimiento relativo mayor al 50%. En
cuanto al diametro de crecimiento del patdgeno para el segundo dia ya es posible
apreciar un efecto inhibitorio de los tés de compost con diferencias significativas
respecto al control, mientras que para los dias 7 y 14 del ensayo se tiene un efecto
inhibitorio mayor por los tés de compost inoculados, no asi los no inoculados, donde
el té de Peumo, Naranjillo y Quillay no presentan un efecto significativo sobre el

crecimiento L. theobromae comparado con el control.

Tabla 10. Porcentaje de crecimiento relativo (RG) y diametro de crecimiento de Lasiodiplodia theobromae
bajo tratamiento de té de compost de flora nativa con y sin inoculacién de Trichoderma spp

Patogeno i Dia 7 Dia 14
Boldo 62,7 30,4+0,8® 581+24° 53,9+10,0%
Boldo Inoculado 31,5 30,2+1,0° 26,7+1,7% 27,1+0,82
Lilén 69,0 348+14° 481+772% 594 +135¢
Lilén Inoculado 54,6 33,4+27% 428+1,7% 450+ 3,5
Naranjillo 958 39,4+0,9% 79,6+0,69 824+36°
Lasiodiplodia Naranjillo Inoculado 49,4 39,5+4,19 357+33" 425+17°
theobromae Peumo 99,6 469+0,9° 81,9+139 857=+0,6°
Peumo Inoculado 48,8 452 +29% 433+17%9 420+3,2°
Quillay 946 46,7+14° 765+501 814+15°
Quillay Inoculado 45,6 442+28° 440+65% 392+1,7°
Residuos de Tomate 53,6 24,1+15% 32,9+93% 46,1+ 13,0
Control 1000 575+1,8" 860+09  86,0+0°

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En la Fig. 33 se observa que el consorcio de Trichoderma spp. inoculado aumenta la
inhibicién del crecimiento micelial del patdgeno cercana al 50% en todos los tés de

compost de flora nativa significativamente (P<0,05). Respecto al t¢ de compost
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comercial, se tiene que los otros tés (inoculados y no) difieren significativamente de

éste, ya sea por un mayor o menor efecto supresor sobre L. theobromae.

Lasiodiplodia theobrome
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Fig. 33. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los diferentes tratamientos sobre Lasiodiplodia
theobromae
*Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
De los resultados obtenidos para las tres cepas de patdgenos fungicos se puede observar
que la inoculacion de un consorcio de Trichoderma spp. al té de compost mejora
significativamente el efecto supresor de este sobre el crecimiento micelial de los
patogenos, destacando el té de Boldo inoculado al presentar un mayor efecto de
inhibicion cercano al 70% para el patégeno L. theobromae, el cual como se mencion6
en el ensayo de confrontacion preliminar, presenta una velocidad de crecimiento muy
alta en comparacion a los otros patdgenos, tal como se puede observar en la Fig. 34

correspondiente al crecimiento micelial medido en el control de cada patogeno:
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Fig. 34. Crecimiento micelial de los patégenos a los 2, 7 y 14 dias de incubacion.

En el siguiente cuadro se presenta un resumen con los resultados de inhibicién

obtenidos en este ensayo para los tés de compost con y sin inoculacion del consorcio

de Trichoderma spp.:

Tabla 11. Resumen de resultados de inhibicion micelial en patégenos

: Inhibicién sin inoculacion Inhibicidn con inoculacion
Té de Compost

B F | | F L
Boldo 84% 76% 37% 89% 86% 69%
Lilén 83% 72% 31% 91% 85% 48%
Naranjillo 40% 55% 4% 89% 83% 51%
Peumo 48% 66% 0% 86% 84% 51%
Quillay 81% 79% 5% 88% 86% 54%
Residuos de tomate 89% 64% 46% [-] [-] [-]

* B: Botrytis cinerea. — F: Fusarium oxysporum. — L: Lasiodiplodia theobromae

En el Anexo D se encuentran imagenes con los resultados obtenidos del ensayo.
Los respectivos andlisis de varianza (ANOVA) y Prueba de Multiples Rangos se

presentan en el Anexo B

57



Finalmente, en Fig. 35 se presenta un esquema que resume la metodologia realizada
para el té de compost inoculado, lo que estaria ocurriendo en el té al momento de la
inoculacion y lo que se observo como resultado debido a ella, es decir, al momento de
inocular la cepa de Trichoderma harzianum y luego las 2 cepas de Trichoderma
asperellum debiese haber ocurrido en el té un efecto antagonista (competencia,
antibiosis 0 micoparasitismo) ya que se observd una disminucion en la carga
microbiana respecto de los tés de compost sin inoculacion. A su vez, la presencia del
consorcio de Trichoderma spp. aument6 el efecto antagonista de los tés, lo cual se
atribuye a la capacidad biocontroladora que posee el hongo y a la interaccion entre
ellos, ya sea por una incompatibilidad interespecifica (distintas especies) o

intraespecifica (misma especie).
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Fig. 35. Esquema resumen de inoculacion de consorcio de Trichoderma spp. a tés de compost de flora nativa, posibles efectos y resultados vistos debido a la
inoculacion.
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6. Discusion.

Del anlisis fisico — quimico realizado a los tés de compost se tiene que las principales
diferencias de los distintos parametros medidos se puede atribuir a la naturaleza de los
compost analizados, puesto que el compost de residuos de tomate es un compost
comercial que ha pasado por todo el proceso de compostaje (sistema industrializado de
conversion de los residuos organicos en fertilizantes) con el fin de obtener un producto
rico en materia organica, nutrientes y de alta actividad microbiana, mientras que los de
flora nativa corresponden a un “compost natural” donde no existe un proceso de
compostaje que potencie la actividad microbiana y, por ende, el enriquecimiento con
micro y macro nutrientes. Esto también se ve reflejado en la relacion C/N, ya que al ser
mayor en el compost de flora nativa indica que tienen mas cantidad de carbono y
energia que el compost comercial, lo cual implica una baja actividad de parte de los
microorganismos en la descomposicion de la materia orgéanica y, por ende, un menor
aporte de macro nutrientes (nitrégeno, fosforo y potasio).

En cuanto al recuento de microorganismos se observaron diferencias significativas
entre los distintos compost utilizados, lo cual después se ve reflejado en la capacidad
inhibitoria que tienen sobre los patégenos fungicos. Ademas, no solo se observan
diferencias en cuanto a la carga microbiana, sino que también en diversidad, sobre todo
en hongos filamentosos, donde los compost de flora nativa poseen una mayor
diversidad en comparacion con el compost comercial, sin embargo, dentro de esta
diversidad pudiesen encontrarse hongos patégenos que en el compost comercial no
estan o se encuentran en una muy baja concentracion, ya que este Gltimo es sometido
a una etapa donde la temperatura alcanza entre 60 — 70 [°C] sobreviviendo
microorganismos benéficos y una concentracion minima de patdégenos en forma de
estructuras de resistencias como son las esporas en los hongos. Esto ademas explicaria
el por qué al inocular los tés de compost de flora nativa con el consorcio de
Trichoderma spp. la carga microbiana disminuye, ya que al ser un hongo
biocontrolador y biolégicamente adaptado para una colonizacion agresiva de los
sustratos, ejerce un efecto antagonista sobre el crecimiento de los patdgenos ya sea por

competencia, antibiosis o micoparasitismo (Holguin & Mora, 2009).
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Dentro de la diversidad de hongos presentes en los recuentos de los distintos tés de
compost de flora nativa fue posible aislar 11 cepas nativas de Trichoderma spp. siendo
9 de ellas secuenciadas e identificandose 5 cepas de T. asperellum, 3 cepas de T.
harzianum y 1 cepa de T. paraviridescens. Al evaluar la incompatibilidad entre las
cepas nativas de Trichoderma spp. se observo que la cepa de T. harzianum (Peumo)
tuvo una mayor incompatibilidad interespecifica con T. asperellum (Boldo) al presentar
los criterios establecidos: crecimiento proporcional (50%) en la placa Petri, formacion
de barrera de defensa y antibiosis mediante la coloracion del medio de cultivo (Moo
Koh, et al., 2018). Considerando esto, se destacan 6 cepas para formar el consorcio
inoculado al té de compost. En dicho consorcio debe estar presente T. harzianum
(Peumo), ya que es la cepa gque genera la incompatibilidad interespecifica con mayor
frecuencia en los ensayos duales, lo que es importante a considerar puesto que varias
investigaciones han indicado que el efecto de control es mayor cuando se aplican
consorcios de microorganismos y que al interactuar entre si pueden demostrar un
comportamiento antagénico que incluso puede ampliar el rango de control de
patogenos. (Moo Koh, et al., 2018).

Luego, las cepas aisladas de Trichoderma spp. son confrontadas con los patégenos B.
cinerea, F. oxysporum y L. theobromae, observandose que 8 cepas afectaban el
crecimiento del patdégeno, correspondiente a las especies T. harzianumy T .asperellum,
las cuales han demostrado efectividad antagdénica sobre Fusarium oxysporum ,
Rhizoctonia solani, Pythium, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y
Lasiodiplodia theobromae (Gaitén, et al., 2014; Holguin & Mora, 2009; Bhadra, et al.,
2014). Ademas, se realiza un segundo ensayo de antagonismo con el patdgeno
Lasiodiplodia theobromae, el cual presenta una alta velocidad de crecimiento
comparada a los otros patdgenos llegando incluso a ser altamente competitivo con
Trichoderma spp., lo cual se refleja con los resultados obtenidos donde, en general, el
crecimiento del patégeno es mayor que el de Trichoderma spp., salvo para T.
asperellum (Boldo) que presenta una inhibicion del 51,5% y de T. asperellum (Lilén)
con un porcentaje de inhibicion del 49,2% en las cuales, ademas, fue posible observar

un mecanismo de competencia y antibiosis (coloracion del medio de cultivo en la zona
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del corddn de barrera). Teniendo en cuenta este ensayo y el de incompatibilidad, se
definen las 3 cepas que forman el consorcio: T. harzianum (Peumo), T. asperellum
(Boldo) y T. asperellum (Lilén), las que fueron inoculadas a los tés de compost de flora
nativa a una concentracion inicial de 2-10% 1,5-10* y 1,5-10* [esporas/ml],
respectivamente. La inoculacion se realizé en distintos tiempos dado que la cepa de T.
harzianum (Lilén) presenta un menor porcentaje de inhibicion contra L. theobromae en
comparacién a T. asperellum.

En el ensayo final de este trabajo se evalud in vitro el efecto directo de los tés de
compost de flora nativa sobre los patdgenos con y sin la inoculacién del consorcio de
Trichoderma spp., observandose que el efecto supresor del té aumenta
significativamente al inocular Trichoderma spp., destacando el Té de Boldo donde se
alcanza un porcentajes de inhibicién del 89,2% para F. oxysporum, 86% para B. cinerea
y 68,5% en L. theobromae, siendo la inhibicion mas alta de éste Gltimo entre los
distintos tés de flora nativa evaluados. Siddiqui et al. (2007) reporta que la efectividad
de los tés de compost sin inoculacién es menor que los inoculados con Trichoderma
harzianum frente al patdgeno Choanephora cucurbitarum, atribuyendo esta diferencia
al resultado de la interaccion que puede existir entre el antagonista (Trichoderma spp.)
y las caracteristicas fisico — quimicas y microbioldgicas del té de compost como tal.
Por ende, en este estudio se puede concluir que el aumento del efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de los patdgenos se debe a la inoculacion del consorcio de Trichoderma
spp., cepas que entre si ya poseen una incompatibilidad interespecifica y que puede
verse potenciada con la interaccion de los microorganismos propios del té de compost,
asi como de los metabolitos y nutrientes presentes.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son interesantes ya que presentan una
gran oportunidad para el desarrollo de un bioinsumo que pueda sustituir y/o
complementar el uso de los pesticidas sintéticos en la industria de la agricultura, los
cuales han ocasionado que varios microorganismos desarrollen resistencia a estos
productos ademas de causar dafio al medio ambiente. Ante ello, este estudio representa
una primera etapa en la cual se verifica in vitro el efecto antagonista de los tés de

compost de flora nativa sobre patdégenos fungicos y como éste mejora al inocularlo con
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cepas nativas de Trichoderma spp., proporcionando asi una base para futuras pruebas
in vivo y posterior optimizacién del proceso productivo, las cuales de llevarse a cabo y
con exito, representarian una gran oportunidad para ofrecer en un futuro a la industria
de la agricultura una alternativa segura, con bajo impacto ambiental y de buen control
de calidad.
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7. Conclusiones y Recomendaciones

Del presente trabajo se concluye que la hipdtesis planteada al inicio es aceptada,
demostrandose que la inoculacion de un consorcio de cepas nativas de Trichoderma
spp. mejora de manera significativa el efecto supresor de los tés de compost de flora
nativa, destacando en ello el té de compost de Boldo al alcanzar una inhibicién del
crecimiento micelial del 68,5% para L. theobromae, 86% para F. oxysporum y 89,2%
para B. cinerea.

De los objetivos planteados se tiene que las principales diferencias en cuanto a las
caracteristicas fisico — quimicas de los compost y microbioldgicas de los té de compost
de flora nativa y control, se deben a que este Gltimo es el resultado de un proceso
industrial de compostaje que tiene como fin producir un producto rico en macro y
micronutrientes y con alta actividad microbiana benéfica, a diferencia de la flora nativa
que proviene de un compostaje natural y en el cual dentro de los microorganismos
pueden haber incluso patdgenos. Dentro de la diversidad de hongos presentes en los tés
de flora nativa fue posible aislar, secuenciar y seleccionar tres cepas nativas
biocontroladoras: una de Trichoderma harzianum (Peumo) y dos de Trichoderma
asperellum (Boldo y Lilén), las cuales presentaron incompatibilidad inter e
intraespecifica y mejoraron el efecto antagonista de los tés de compost de flora nativa
sobre los patogenos evaluados. Tras la inoculacion del consorcio se observé una
disminucidn en la carga microbiana de los tés de flora nativa, lo que confirmaria la
presencia de cepas patdgenas que fueron inhibidas por la presencia de Trichoderma
Spp. ya sea por competencia, micoparasitismo y/o antibiosis.

Finalmente, con los resultados obtenidos, el t¢ de compost de Boldo inoculado con
cepas nativas de Trichoderma spp. podria ser una alternativa de bioinsumo utilizado
como medida de control ecoldgica en la agricultura, yendo de la mano con el actual
desarrollo de una agricultura organica y amigable con el medio ambiente.

A modo de recomendacion, se sugiere validar los resultados de antagonismo del té de
compost de Boldo inoculado con cepas nativas de Trichoderma spp. con ensayos in

vivo, ademas de evaluar el efecto sobre el crecimiento de la planta a la cual se aplique,
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asi como también la vida util del té y las condiciones de almacenamiento que debiese
tener. Pues de obtenerse buenos resultados, la factibilidad de formular un té de compost
de Boldo inoculado con cepas nativas de Trichoderma spp. presenta una gran
oportunidad, primero porque el género Trichoderma spp. es de facil aislamiento,
cultivo y rapido desarrollo en varios sustratos; y segundo porque el mercado de
bioinsumos presenta una tasa de crecimiento anual de un 15% frente a un 2% de los
pesticidas sintéticos, acompafiado de la creciente cultura organica en productores
quienes, si bien incurren en la elaboracion de sus propios tés, no cuentan con una
investigacion de laboratorio que respalde y certifique la calidad e inocuidad de lo que
estan aplicando a sus cultivos, respaldo y certificacién que si se entregaria con la

formulacién del té de compost de Boldo inoculado con cepas nativas de Trichoderma

SPp.
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9. Anexos

Anexo A: Recuento de Hongos Filamentosos

Dia 0 Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Boldo

Naranjillo

Quillay

Residuos
de Tomate

Fig. 36 Recuento de Hongos Filamentosos totales en placa Petri para cada Té de Compost de Flora Nativa
durante 5 dias de preparacion.
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Anexo B: Andlisis de varianza ANOVA y Prueba de Multiples Rangos.

Recuento de Microorganismos

A continuacion, se presentan la prueba de maltiples rangos para el recuento de hongos
de los 6 tés de compost evaluados durante 5 dias de incubacién:

R.Tomate Peumo
Col 1 |Cases |Media Grupos Homogéneos ||Col 3 | Casos | Media Grupos Homogéneos
1] 3 196667, |% 1] 3 26666,7 |X
1 3 226667, ¥ 1 3 833333 X
3 3 233333, ¥ 4 3 06666, 7 HH
4 3 250000, WE 2 3 106667, i
2 3 230000, X 3 3 113333, HH
3 3 326667, X 3 3 120000, A
Quillay Lilén
Col § |Cazos | Media Grupos Homogéneos Col 7 |Casesr |Media Grupos Homogéneos
0 3 500000 (X 3 3 323667 (X
2 3 833333 Z 1 3 526 X
1 3 86666.7 £ 0 3 526667 |X
4 3 113333, X 3 3 527 X
3 3 1400HH, b 2 3 530667 |x
3 3 183333, L 4 3 330667 [x
Naranjillo Boldo
Col 9 |Casos | Media Grupos Homogéneos |Col 11 |Cases | Media Grupos Homogéneos
1 3 133333, |X 1 3 166667, |X
0 3 163333 X 2 3 176667, |XX
2 3 213333 X 0 3 200000, X
4 3 226667, X 3 3 230000 X
3 3 263333 X 4 3 203333 X
3 3 276667 X 3 3 313333 X

Para bacterias se obtuvo lo siguiente en Pruebas de Multiples Rangos:

R.Tomate Peumo
Dia Casos [Media Grupos Homogéneos | Dia | Casos Media Grupos Homogéneos
0 3 2,06667E6  |X 0 3 3,93333E6 |X
1 3 3,86667E6 X 1 3 5,73333E6 | X
3 3 8,46667E6 X 2 3 8,13333E6 X
4 3 8,8E6 XX 4 3 9,4E6 X
5 3 9,06667E6 XX 3 3 1,07333E7 X
2 3 9,46667E6 X 5 3 1,09333E7 X

Quillay Lilén

Dia Casos |Media Grupos Homogéneos |Dia Casos |Media Grupos Homogéneos
0 3 4,66667E6 |X 0 3 1,93333E6 |X
1 3 9,66667E6 | X 1 3 2,86667E6 |X
2 3 1,09333E7 X 2 3 4,33333E6 X
3 3 1,13333E7 X 3 3 6,93333E6 X
4 3 1,14E7 X 4 3 8,46667E6 X
5 3 1,15333E7 X 5 3 1,36E7 X
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Naranjillo Boldo
Dia |Casos [Media Grupos Homogéneos |Dia  [Casos |Media Grupos Homogéneos
0 3 3,33333E6 |X 1 3 2,73333E6 |X
1 3 4,53333E6 X 0 3 3,73333E6  |XX
2 3 5,66667E6 X 2 3 4,33333E6 X
3 3 6,E6 X 4 3 5,8E6 X
4 3 8,73333E6 X 3 3 6,06667E6 X
5 3 9,06667E6 X 5 3 9,73333E6 X

Antagonismo entre Trichoderma spp y L. theobromae

Los resultados del andlisis de varianza se presentan a continuacion:

Fuente Suma de Cuadrados | GI | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos | 40,2267 6 6,70444 299,56 0,0000
Intra grupos | 0,313333 14 | 0,022381

Total (Corr.) | 40,54 20

Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se selecciona

Pruebas de Multiples Rangos:

L.theobromae/Trichoderma spp. | Casos | Media Grupos Homogéneos
T. asperellum (Boldo) 3 4,16667 | X

T. asperellum (Lilén) 3 4,36667 | X

T. asperellum (Peumo) 3 4,66667 X

T. asperellum (Quillay) 3 5,2 X

T. asperellum (Naranjillo) 3 5,36667 X

T. harzianum (Peumo) 3 5,43333 X

Control L.theobromae 3 8,6 X

Se han identificado 4 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en columnas.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de Xs.
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

El método empleado actualmente para
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e Comparacion Recuento de Microorganismos en Tés de Compost con y sin
inoculacion de Trichoderma spp.

Para el recuento de hongos en tés de compost de flora nativa con y sin inoculacion de
Trichoderma spp. mas el Té de Compost Control, se obtuvieron los siguientes
resultados del anélisis de varianza ANOVA:

Fuente Suma de Cuadrados | GI | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos | 3,12055E11 10 | 3,12055E10 67,75 0,0000
Intra grupos | 1,01333E10 22 | 4,60606E8

Total (Corr.) | 3,22188E11 32

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de los Tés de Compost con y sin
inoculacion de Trichoderma spp., con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se selecciona

Pruebas de Multiples Rangos:

Método: 95,0 porcentaje LSD

Té Compost Casos | Media Grupos Homogéneos
Naranjillo + Trichoderma spp. | 3 50000,0 |X

Lilén + Trichoderma spp. 3 53333,3 [ X
Quillay + Trichoderma spp. 3 76666,7 | XX
Peumo 3 90000,0 X
Boldo + Trichoderma spp. 3 90000,0 X
Peumo + Trichoderma spp. 3 106667, X
Lilén 3 173333, X
Quillay 3 193333, X
Naranjillo 3 233333, X
Boldo 3 323333, X
R. Tomate (Control) 3 326667, X

Se han identificado 5 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Para bacterias se obtuvieron los siguientes resultados de los analisis ANOVA:
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Fuente Suma de Cuadrados | GI | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos | 2,36916E14 10 | 2,36916E13 57,66 0,0000
Intra grupos | 9,04E12 22 | 4,10909E11

Total (Corr.) | 2,45956E14 32

Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se selecciona
Pruebas de Multiples Rangos:
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Té de Compost Casos | Media Grupos Homogéneos
Peumo + Trichoderma spp. 3 3,33333E6 | X

Quillay + Trichoderma spp. 3 5,E6 X

R. Tomate (Control) 3 7,06667E6 X
Naranjillo + Trichoderma spp. 3 7,06667E6 X

Lilén + Trichoderma spp. 3 8,13333E6 XX
Naranjillo 3 8,53333E6 XX
Boldo + Trichoderma spp. 3 9,53333E6 XX
Boldo 3 9,73333E6 X
Quillay 3 1,03333E7 X
Peumo 3 1,04667E7 X
Lilén 3 1,36E7 X

Se han identificado 7 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en columnas.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

o [Efecto directo de Tés de compost cony sin inoculacion de Trichoderma spp.
sobre cepas fungicas patdgenas.

La enumeracion de los tés de compost corresponde a las siguientes:

1. Te Lilén 6. Té Lilén + Trichoderma spp.

2. Té Quillay 7. Té Quillay + Trichoderma spp

3. Té Peumo 8. Té Peumo + Trichoderma spp

4. Té Naranjillo 9. Te Naranjillo + Trichoderma spp
5. Té Boldo 11. Te Boldo + Trichoderma spp

6. Té R. Tomate (control) 12. Patégeno Control
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e Botrytis cinerea
Se obtuvieron los siguientes resultados del analisis de varianza ANOVA para las
mediciones de diametro de crecimiento del patdgeno B.cinerea:

Diametro a los 2 dias de incubacién

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 14,7358 11 1,33962 8,85 0,0000
Intra grupos 3,63105 24 0,151294
Total (Corr.) 18,3668 35

Diametro a los 7 dias de incubacion
Entre grupos 111455 11 1013,23 445,09 | 0,0000
Intra grupos 54,6346 24 2,27644
Total (Corr.) 11200,1 35

Diametro a los 14 dias de incubacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razdn-F | Valor-P
Entre grupos 18409,8 11 1673,62 278,74 | 0,0000
Intra grupos 144,102 24 6,00426
Total (Corr.) 18553,9 35

Donde en todos los casos se obtuvo un valor-P menor que 0,05, existiendo diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realiza la Pruebas de
Multiples Rangos, Método: 95,0 porcentaje LSD

Dia 2 Dia7 Dia 14
Téde | Media | G.H Téde |Medi| GH | Téde | Media| G.H
Compost Compost a Compost
11 5,42 X 11 7,67 | X 7 7,49 X
5 5,49 X 7 8,04 | X 11 8,99 | X
7 575 |X 8 8,74 | XX 10 9,21 (X
6 583 |X 6 8,82 | XX 6 9,25 |X
8 586 |X 10 8,99 | XX 8 9,73 | XX
9 588 |X 9 9,84 | XX 9 11,30 | XX
2 6,03 | XX 5 10,98 | X 5 13,57 | XX
10 6,59 XX 2 1359 | X 1 13,79 | XX
1 6,79 XX 1 1421 | X 2 1557 | X
4 6,94 XX 3 42,85 X 3 4322 | X
3 7,07 XX 12 5236 X 4 50,13 X
12 7,40 X 4 54,92 X 12 83,28 X

G.H: Grupos homogéneos
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e Fusarium oxysporum
Se obtuvieron los siguientes resultados del analisis de varianza ANOVA para las
mediciones de diametro de crecimiento del patdgeno F. oxysporum:
Didmetro a los 2 dias de incubacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razodn-F  Valor-P
Entre grupos 423,17 11 38,47 47,23 0,0000
Intra grupos 19,5477 24 0,814485
Total (Corr.) 442,718 35

Diametro a los 7 dias de incubacion
Entre grupos 5501,01 11 500,092 137,13  0,0000
Intra grupos 87,5223 24 3,64676
Total (Corr.) 5588,53 35

Diametro a los 14 dias de incubacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F  Valor-P
Entre grupos 12784,9 11 1162,27 239,97 0,0000
Intra grupos 116,24 24 4,84335
Total (Corr.) 129012 35

Donde en todos los casos se obtuvo un valor-P menor que 0,05, existiendo diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realiza la Pruebas de
Multiples Rangos, Método: 95,0 porcentaje LSD

Dia 2 Dia 7 Dia 14
Téde Media G.H Téde Media G.H Téde @ Media G.H
Compost Compost Compost
7 8,98 X 7 9,07 X 8 11,10 X
6 9,32 X 1 10,25 XX 11 11,36 X
10 9,37 X 10 13,12 | XX 7 11,83 X
1 949 X 5 13,95 X 9 12,68 X
11 10,47 XX 9 14,34 X 10 13,47 XX
5 11,20 X 2 14,63 X 2 17,11 | XX
2 12,73 X 8 14,74 X 5 19,56 XX
4 13,78 X 3 15,98 XX 1 22,96 X
8 15,32 X 6 18,10 X 3 27,89 X
9 15,85 X 4 18,18 X 6 29,24 X
3 16,18 X 12 24,66 X 4 36,49 X
12 20,26 X 4 57,70 X 12 81,32 X

G.H: Grupos homogéneos
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e Lasiodiplodia theobromae
Se obtuvieron los siguientes resultados del analisis de varianza ANOVA para las
mediciones de diametro de crecimiento del patégeno L. theobromae:
Didmetro a los 2 dias de incubacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 2855,39 11 259,581 61,61 0,0000
Intra grupos 101,119 24 4,21328
Total (Corr.) 2956,51 35

Diametro a los 7 dias de incubacion
Entre grupos 14621,9 11 1329,26 69,59 0,0000
Intra grupos 458 446 24 19,1019
Total (Corr.) 150804 35

Diametro a los 14 dias de incubacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 14487,7 11 1317,06 37,28 0,0000
Intra grupos 847,829 24 35,3262
Total (Corr.) 153355 35

Donde en todos los casos se obtuvo un valor-P menor que 0,05, existiendo diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realiza la Pruebas de
Multiples Rangos, Método: 95,0 porcentaje LSD

Dia 2 Dia 7 Dia 14
Téde Media G.H Téde Media G.H Téde Media G.H
Compost Compost Compost

6 241 X 11 26,68 X 11 27,05 X
11 30,24 | X 6 32,89 XX 8 39,18 X
5 30,41 X 10 35,68 XX 9 4198 X
7 33,38 | XX 7 4281 XX 10 42,49 X
1 34,78 X 9 43,27 X 7 4496 | XX
4 39,4 X 8 44,05 X 6 46,06 | XX
10 3945 X 1 48,11 X 5 53,80 XX
8 44,23 X 5 58,12 X 1 99,35 X
9 45,19 X 2 76,50 X 2 81,35 X
2 46,67 X 4 79,57 XX 4 82,42 X
3 46,94 X 3 81,85 XX 3 85,68 X
12 5754 X 12 86,0 X 12 86,0 X

G.H: Grupos homogéneos
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Anexo C: Incompatibilidad de Trichoderma spp.
Crecimiento Barrera Coloracion del

Enfrentamiento  proporcional de medio de Seleccionados
(50/50) defensa Cultivo
1. T.h(P)/ T.a(P) X X X X
2.T.h(P)/T.a(Bl) X X X X
3. T.h(P)/T.a(L) X X X X
4. T.h(P)/IT.h(L) X - - [-]
5. T.h(P)/T.a(N) X X X X
6. T.h(P)/T.h(Q) - - [-]
7. T.h(P)/T.a(Q) X X X X
8. T.a(P)/ T.a(Bl) X X - [-]
9. T.a(P)/ T.a(L) - - [-1
10. T.a(P)/ T.h(L) X X [-]
11. T.a(P)/ T.a(N) X X - [-]
12. T.a(P)/ T.h(Q) - X X [-]
13. T.a(P)/ T.a(Q) X X - [-]
14. T.a(Bl)/ T.a(L) X X - [-]
15. T.a(Bl)/ T.h(L) - X X [-]
16. T.a(Bl)/ T.a(N) X - [-]
17. T.a(Bl)/ T.h(Q) X X [-]
18. T.a(Bl)/ T.a(Q) X - [-]
19. T.a(L)/ T.h(L) - X X [-]
20. T.a(L)/ T.a(N) X X - [-]
21. T.a(L)/ T.h(Q) - X X [-]
22. T.a(L)/ T.a(Q) X X - [-]
23. T.h(L)/ T.a(N) - X X [-]
24. T.h(L)/ T.h(Q) X - - [-]
25.T.h(L)/ T.a(Q) - X X [-]
26. T.a(N)/ T.h(Q) - X X [-]
27. T.a(N)/ T.a(Q) X - - [-]
28. T.h(Q) /T.a(Q) - X X [-]
29. T.p(Q)/T.h(P) X - [-]
30. T.p(Q)/T.a(P) X X [-]
31. T.p(Q)/T.a(Bl) X X [-]
32. T.p(Q)/IT.a(L) - X X [-]
33. T.p(Q)/T.h(L) X X - [-]
34. T.p(Q)/T.a(N) - X X [-]
35. T.p(Q)/T.h(Q) X X [-]
36. T.p(Q)/T-a(Q) X X [-]
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Anexo D: Efecto directo de Tés de Composto con y sin inoculacion de

consorcio de Trichoderma spp. sobre patégenos.

e Botrytis cinerea:

Control Teé Coﬁmst
de Boldo

Té Compost de Té Compost
Residuos de Tomate de Lilén

Té Compost
de Naranjillo

Té Compost
de Peumo

de Quillay

Té Compost de Boldo
con Trichoderma spp.

Té Compost de Lilén
con Trichoderma spp.

Té Compost Naranjillo
con Trichoderma spp.

Té Compost Peumo
con Trichoderma spp.

Té Compost Quillay
con Trichoderma spp.

Fig. 37. Comparacion de inhibicion de crecimiento micelial de Tés de compost de F. Nativa cony sin

inoculacion de Trichoderma spp. sobre B. cinerea.
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e Fusarium oxysporum:

Té Compost Té Compost de Boldo
de Boldo con Trichoderma spp.

Té Compost de Té Compost Té Compost de Lilén
Residuos de Tomate de Lilén con Trichoderma spp.

Té Compost Té Compost Naranjillo
de Naranjillo con Trichoderma spp.

N

Té Compost Peumo
con Trichoderma spp.

Té Compost
de Peumo

Té Compost Té Compost Quillay
de Quillay con Trichoderma spp.

Fig. 38. Comparacion de inhibicion de crecimiento micelial de Tés de compost de F. Nativa cony sin
inoculacion de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum.



Lasiodiplodia theobromae

Control Té Compost Té Compost de Boldo
con Trichoderma spp.

Té Compost de Té Compost Té Compost de Lilén
Residuos de Tomate de Lilén con Trichoderma spp.

Té Compost Té Compost Naranjillo
de Naranjillo con Trichoderma spp.

Té Compost Té Compost Peumo
de Peumo con Trichoderma spp.

Té Compost Té Compost Quillay
de Quillay con Trichoderma spp.

Fig. 39. Comparacion de inhibicién de crecimiento micelial de Tés de compost de F. Nativa cony sin

inoculacion de Trichoderma spp. sobre L. theobromae.
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