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SUMMARY

Background. Gray mold disease caused by Botrytis cinerea Pers. is a phytosanitary problem in blueberry (Vaccinium
corymbosum L.). It is characterized for affecting soft tissues (flowers and fruits) in the field and in the post-harvest
stage, reducing crop yield. This has motivated to the search for native strains of Trichoderma that are effective in
biological control. Objective. To determine the effect of 19 native Trichoderma strains on the control of gray mold on
flowers and fruits of blueberry under laboratory conditions. Methodology. Under a complete randomized experimental
design, mycoparasitism and antibiosis tests were carried out to evaluate colonization and mycelial inhibition of the
pathogen, respectively, using the dual confrontation method and production of secondary metabolites. For the
bioassays, a suspension of 1x10° conidia mL* per strain was sprayed on blueberry flowers and fruits. Disease incidence
and severity were evaluated. Data were analyzed with the statistical program InfoStat. Results. All Trichoderma strains
completely colonized the pathogen, being considered as aggressive mycoparasites and inhibited the mycelial growth
of the pathogen up to 42.74%. Likewise, the application of Trichoderma spore suspension had inhibitory effects on
gray mold, highlighting the strain HE- ArT161 that reduced the incidence (66.67% and 20%) and severity (34% and
12%), respectively in flowers and fruits. Implications. The use of these native strains of Trichoderma may contribute
to future research in the field where they can be incorporated for an integrated management of the disease. Conclusion.
These Trichoderma isolates against B. cinerea showed in vitro control, stimulating mycelial inhibition of the pathogen
and reducing the development of disease lesions.
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RESUMEN
Antecedentes. EI moho gris causado por Botrytis cinerea Pers. es un problema fitosanitario en ardndano (Vaccinium
corymbosum L.). Se caracteriza por afectar tejidos blandos (flores y frutos) en campo y en la etapa de postcosecha,
ocasionando una disminucidon en el rendimiento del cultivo. Esto ha Ilevado a buscar cepas nativas de Trichoderma
que sean eficaces en el control bioldgico. Objetivo. Determinar el efecto de 19 cepas nativas de Trichoderma sobre el
control del moho gris en flores y frutos de ardandano en condiciones de laboratorio. Metodologia. Bajo un disefio
experimental completo al azar se realizaron pruebas de micoparasitismo y antibiosis para evaluar la colonizacion e
inhibicion micelial del patdgeno, respectivamente, mediante el método de enfrentamiento dual y produccion de caldos
de cultivo con metabolitos secundarios. Para los bioensayos se asperjaron una suspension de 1x108 conidios mL* por
cada cepa sobre las flores y frutos de ardndano. Se evaluo la incidencia y severidad de la enfermedad. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico InfoStat. Resultados. Todas las cepas de Trichoderma colonizaron
completamente al patégeno, considerandose como micoparasitos agresivos e inhibieron el crecimiento micelial del
patdgeno hasta un 42.74%. Asimismo, la aplicacion de suspension de esporas de Trichoderma tuvo efectos inhibitorios
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sobre el moho gris, destacando la cepa HE- ArT161 que redujo la incidencia (66.67% y 20%) y severidad (34% y 12
%), respectivamente en flores y frutos. Implicaciones. El uso de estas cepas nativas de Trichoderma puede contribuir
a futuras investigaciones en campo que permitan incorporarlas a un manejo integrado de la enfermedad. Conclusién.
Los aislados de Trichoderma frente a B. cinerea evidenciaron, in vitro, un control efectivo, estimulando la inhibicion
micelial del patégeno y la reduccidn del desarrollo de las lesiones de la enfermedad.

Palabras claves: Antibiosis; biocontrol; crecimiento micelial; micoparasitismo; patégeno.

INTRODUCCION

En el Perq, el ardndano (Vaccinium corymbosum L.,
Ericaceae) es uno de los productos de mayor
importancia y de demanda en los mercados
internacionales como Estados Unidos de América,
Paises Bajos, Reino Unido y China, por su calidad y
presencia durante todo el afio, incrementandose la
produccion de este cultivo en las regiones de La
Libertad, Ica y Lambayeque (Instituto Nacional de
Estadistica e Informética [INEI], 2023; Ministerio de
Comercio Exterior y Turismo [MINCETUR], 2022).
Sin embargo, una de las barreras fitosanitarias presente
durante el proceso de produccidn es la enfermedad del
moho gris (Botrytis cinerea Pers., Ascomycota,
Sclerotiniaceae) que dificulta el manejo de este cultivo,
considerado un serio problema debido a la alta
incidencia de B. cinerea en campo y a la
susceptibilidad de las variedades de arandano (Saito et
al., 2014).

El moho gris causado por B. cinerea es una amenaza
principal del cultivo de arandano, el cual se reproduce
con gran facilidad en un ambiente con alta humedad,
causando necrosamiento en las flores y pudricién a
nivel de los frutos. Esto impacta negativamente el
rendimiento y la calidad del fruto, y por ende, los
volimenes de fruta a exportar, generando pérdidas
tanto en campo como en postcosecha, llegando a
deteriorar al producto final hasta un 20% (Agraria,
2022). En la actualidad, el método de control mas
empleado corresponde al uso de fungicidas, tales como
azoxistrobin, difeconazoles, fluopiran, pirometamil,
boscalib, piroclostrobien, fenexamit fludioxonil,
propiconasole y ciprodin, cuyo su uso continuo ha
generado resistencia del patégeno, el incremento de las
dosis y frecuencia en la aplicacion de estos; en
consecuencia, impactos negativos en el medio
ambiente (Ortiz, 2019).

Es por ello que, en la busqueda de nuevas alternativas,
el género Trichoderma Persoon ex Gray, 1801
(Ascomycota, Hypocreaceae) merece una maxima
atencion debido a que posee una alta capacidad
antagonica gracias a los mdltiples mecanismos de
accion, como la competencia por espacio,
micoparasitismo y antibiosis implicadas en el proceso
de biocontrol frente a diferentes patdgenos. Gran parte
de su efectividad se basa en la produccion de
metabolitos secundarios que le confieren al antagonista
propiedades antifingicas importantes (Stoppacher et

al. 2010). Esto hace que estos antagonistas sean una
gran alternativa de control biolégico y mas amigable
con el medio ambiente, disminuyendo el uso de
agroquimicos que se emplean en los sistemas de
produccion convencional y lleva a una mejora de la
calidad de los frutos sin restos quimicos que puedan
afectar la exportacion del fruto fresco a mercados
internacionales (Diaz et al., 2022; Mesa et al., 2020).
El objetivo de la presente investigacidn fue determinar
el efecto de 19 cepas nativas de Trichoderma sobre el
control del moho gris (B. cinerea) en flores y frutos de
arandano (V. corymbosum) en condiciones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion

El trabajo de investigacion se ejecutd en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal ubicado en las instalaciones de la
Universidad Nacional de Cafiete (UNDC), sede CNI,
en el distrito de Imperial, Cafiete, Peru.

Aislamiento e identificacion de B. cinerea
Caracterizacion morfolégica

Las muestras enfermas de flores y frutos de arandano,
con signos y sintomas del patégeno fueron colectadas
del Fundo Proberries S.A. Estas se colocaron en cajas
plasticas para su traslado a laboratorio. EI material
colectado fue puesto en camaras himedas para inducir
la esporulacion. A las 48 horas, con ayuda del
estereoscopio, se extrajeron estructuras del hongo para
su siembra directa en tres puntos de placas Petri con
medio de papa dextrosa agar (PDA). Se incubaron
entre 7 y 10 dias a aproximadamente 25 °C (Gomez et
al., 2013). Los aislamientos se evaluaron en funcién a
sus caracteristicas macro y microscopicas. Las
caracteristicas macroscoépicas descritas fueron la forma
y el color de la colonia. En las caracteristicas
microscépicas se describieron la forma del micelio,
presencia, forma y color de conidi6foros, estructura de
las esporas y esclerocios.

Caracterizacion molecular
Se hizo una identificacion molecular de 12 aislados,

amplificando y secuenciando la regiéon 1TS1-5.8S-
ITS2 del ADNr, siguiendo los procedimientos de PCR
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y secuenciacion mediante el método Illumina, como lo
describe Huaméan-Pilco et al. (2023).

Las extracciones de ADN se llevaron a cabo a partir

de cultivos asépticos, con el kit de extraccion de ADN
genémico Wizard® (Promega, Winconsin, EE. UU), el
ADN fue medido con el Espectrofotometro
(BioSpectrometer® basic - Eppendorf, Nueva Jersey,
EE. UU), y las concentraciones de ADN logradas se
ajustaron a una concentracion de 0.5 ng/ul antes del
proceso de PCR. Se amplificd la regién espaciadora
transcrita interna "ITS" (ITS2, 5.8Sy ITS1) del gen de
ADNr (Toome et al., 2013). Los productos fueron
secuenciados por el método Sanger a través de una
compafiia externa.

Las secuencias obtenidas fueron editadas vy
ensambladas usando el software Sequencher v.5.4
(Gene Codes, EE). Las secuencias se alinearon con
MUSCLE (Edgar, 2004), en el programa MEGA-X
(Kumar et al., 2018). Posteriormente, las secuencias
alineadas se analizaron en el portal Web CIPRES
Science Gateway v3.3 (Miller et al., 2011) utilizando
el algoritmo de Méaxima Verosimilitud (Stamatakis,
2014). Por ultimo, se visualizaron y edit6 el arbol
filogenético en el software FigTree (Rambaut, 2006).
Los andlisis filogenéticos  posibilitaron la
identificacion molecular de las cepas recolectadas.

Procedencia de cepas nativas de Trichoderma
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Se emplearon 19 cepas de Trichoderma, endéfitos de
tallos, hojas y raiz de arandano, vid y papa
provenientes de seis distritos de las provincias de Pisco
(Region Ica), Cariete y Cajatambo de la regién Lima.
(Tabla 1). Estas fueron brindadas por el Laboratorio de
Sanidad Vegetal de la UNDC. Se reactivaron y
multiplicaron en placas Petri con medio PDA e
incubaron a 25 °C por 7 dias (Cubilla et al., 2019).

Ensayos para evaluar la capacidad antagonica de
las cepas nativas de Trichoderma hacia B. cinerea in
vitro

Los ensayos se condujeron mediante un disefio
completamente al azar con tres repeticiones, donde se
evalu6 la capacidad antagdnica frente a B. cinerea de
19 cepas nativas de Trichoderma (Tabla 1), mas un
tratamiento testigo, para conformar un total de 20
tratamientos. Se utiliz6 el método de enfrentamiento
dual segun la metodologia propuesta por Pincay et al.
(2020). Se realizaron cultivos duales de las cepas de
Trichoderma y una cepa del patdgeno en placas Petri
de 90 x 15 mm, con medio PDA. Se transfiri6 un disco
de micelio de 5 mm de diametro de cada hongo en
lados opuestos de las placas Petri; como testigo se
sembr6 solo el patégeno de forma individual. Los
cultivos se incubaron a 25 °C durante 7 dias hasta que
el testigo completd el crecimiento en toda la placa.
Finalmente, se procedi6 a realizar las mediciones de
cuatro radios del crecimiento de la colonia del
patdgeno, desde el disco de micelio hasta donde se
detuvo el crecimiento.

Tabla 1. Procedencia de cepas nativas de Trichoderma utilizadas en el trabajo de investigacion. Laboratorio de
Sanidad Vegetal, Universidad Nacional de Cafiete, Lima, Pera, 2022.

N° Cepa Organo Lugar de origen (Distrito, Provincia y Region)
1 HE-ArR1 Raiz Pisco, Pisco, Ica

2 HE-ArR3 Raiz Pisco, Pisco, Ica

3 HE-ArR6 Raiz Pisco, Pisco, Ica

4 HE-ArR7 Raiz Pisco, Pisco, Ica

5 HE-ArT1 Tallo N. Imperial, Cafiete, Lima
6 HE-ArT91 Tallo Roma, Cafiete, Lima

7 HE-ArR92 Raiz Roma, Cafiete, Lima

8 HE- ArT161 Tallo Pisco, Pisco, Ica

9 HE- ArT118 Tallo Pisco, Pisco, Ica

10 HE- PaH6 Hoja Gorgor, Cajatambo, Lima
11 HE- PaT7 Tallo Gorgor, Cajatambo, Lima
12 HE- PaH13 Hoja Gorgor, Cajatambo, Lima
13 HE- PaR1 Raiz Gorgor, Cajatambo, Lima
14 HE- PaT5 Tallo Gorgor, Cajatambo, Lima
15 HE- PaH15 Hoja Gorgor, Cajatambo, Lima
16 HE- PaH12 Hoja Gorgor, Cajatambo, Lima
17 HE-ViH29 Hoja San Vicente, Cafiete, Lima
18 HE-ViT24 Tallo Hualcarg, Cafiete, Lima

19 HE-ViT28 Tallo

Hualcara, Canete, Lima
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Asimismo, se extrajeron metabolitos secundarios (MS)
de las 19 cepas nativas de Trichoderma, segun la
metodologia propuesta por Bailey et al. (2008). Se
obtuvieron cultivos jévenes de las cepas nativas y con
un sacabocado de 0.25 cm, se extrajeron cinco discos
de medio de cultivo con el hongo; éstos fueron puestos
en tubos de ensayo para las diluciones y conteo de
esporas. Luego se estandarizé el in6culo a una
concentraciéon de 1x10° conidios mL?. De esta
suspension de esporas, se inoculé 1 mL en matraces
con 100 mL de medio liquido a base de caldo de papa
y sacarosa (PSA), previamente esterilizados. Los
matraces, ya inoculados con la suspension de conidios,
fueron puestos en un agitador orbital constante a 150
rpm durante 7 dias. El sobrenadante fue filtrado hasta
obtener un volumen de 40 mL, luego se centrifug6 por
cinco minutos a 3000 rpm y se sometid a bafio Maria a
90 °C por una hora. Posteriormente, este caldo de MS
fue mezclado con el medio de PDA (2% de agar) y
transferido a placas Petri de 60 x 15 mm. En el centro
de estas placas se coloc6 un disco de 5 mm de medio
de cultivo con estructuras del patégeno (B. cinerea) y
se incubd a 25 °C durante 3 dias. La evaluacion del
efecto de antibiosis se realizd cuando el testigo
completé su crecimiento micelial en toda la placa.
Luego se realizd la medicidn del crecimiento radial del
patégeno empleando un vernier digital.

Se determiné la inhibicién micelial de B. cinerea con
la ecuacion utilizada por Baiyee et al. (2019): ICM%=
(CMC-CMT/CMC) %100, donde ICM: % inhibicion
del crecimiento micelial, CMC: crecimiento micelial
del patogeno en el control (sin MS de Trichoderma) y
CMT: crecimiento micelial del patégeno en el
tratamiento con MS de Trichoderma.

Bioensayo para el control del moho gris (B. cinerea)
en flores y frutos

Para este ensayo se emplearon sélo siete cepas de
Trichoderma, lo que origind ocho tratamientos al
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incluir al testigo. Se colectaron flores y frutos sanos de
arandano del mismo campo de cultivo de donde se
aislo el patégeno. Estos fueron llevados al laboratorio
de Sanidad Vegetal y se seleccionaron 10 flores y 10
frutos para ser colocados directamente en placas Petri.
Cada tratamiento estuvo compuesto por tres
repeticiones (placas con flores y/o frutos). Asimismo,
se prepar6 una suspension de esporas de cada cepa de
Trichoderma a una concentracion de 1x10° conidios
mL? con agua destilada estéril, mas el adherente
Trumex (0.25 mL.L™?), para ser aplicados en todas las
flores y frutos de arandano, humedeciéndolos por
completo mediante atomizadores manuales, y luego
dejandolos en cajas plasticas (camara himeda) e
incubados a temperatura ambiente. Finalmente, se
evaluaron los porcentajes de incidencia y de severidad
de la enfermedad en funcion de las escalas
correspondientes (Tablas 2 y 3); para el caso de las
flores a los 7 dias y en frutos a los 16 dias, los cuales
fueron calculados con las siguientes ecuaciones:

Incidencia (%)
_ N°de flores o frutos afectados

100
N°total de flores o frutos x

Severidad (%)

> (Ntumero de flores o frutos con infecciéon x nimero de grado)

(Numeo total de flores o frutos x 5)

Tabla 2. Escala para determinar el grado de
severidad del dafio ocasionado por Botrytis cinerea
en flores de ardndano (Vaccinium corymbosum)
(Martinez y Moreno, 2008).
G Porcentaje de colonizacion y
rado L o
esporulacién de B. cinérea
0%
<25%
25— 50%
>50 — 100%
<50% esporulacién
50 — 100% esporulacién

OB WNEO

Tabla 3. Escala para determinar el grado de severidad del dafio ocasionado por Botrytis cinerea en frutos de

ardndano (Vaccinium corymbosum) (Edquen, 2019).

Grado Porcentaje de Descripcion
infeccion
1 0% Fruto aparentemente sano.
2 1-25% Fruto mostrando maceracion en 25% de su area.
3 26 — 50% Fruto con lesién macerada, ocupando el 50%, tonalidad marron claro.
4 51 - 75% Fruto con 75% de maceracién y deshidratacion, liberacion de jugo por la accién
de las enzimas.
5 76 —100% Fruto macerado y deshidratado en 100% crecimiento micelial del patgeno.

x 100
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Anélisis estadistico

Los datos se expresaron como porcentajes de
inhibicion del crecimiento para el estudio de antibiosis,
y de incidencia y severidad para el bioensayo. Todas
las variables evaluadas cumplieron los supuestos de
normalidad y heterocedasticidad, por lo que se les
realizé un analisis de varianza y prueba de medias de
Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05. Los
analisis fueron realizados utilizando el software
estadistico InfoStat, version 2008 (Di Rienzo et al.,
2008).

RESULTADOS
Analisis morfolégico y filogenético de B. cinérea

Los aislamientos trabajados en este estudio tenian
caracteristicas macro y micro que son consistentes con
la especie Botrytis cinérea (Barnett y Hunter, 1998).
mayor crecimiento micelial a temperaturas de 20 y
25°C colonizando las placas al cabo de 7 dias;
inicialmente, las colonias presentaban una consistencia
algodonosa de color blanquecino tornandose color gris
a gris oscuro. EI micelio era septado, ramificado y liso,
presentaba conidiéforos largos y erectos de color
marrén con una longitud de 400 y 650 um, ramificados
en el pice con racimos de esporas. La estructura de las
esporas era ovalada, globosa, lisa y sin color, con
medidas del diametro que oscilaban de 1.81 2 9.29 pm;
también, se tuvieron esclerocios de color negro con un
didmetro de 1.33 a 3.03 mm (Chen et al., 2021; Polat
et al., 2018; Ramos y Guillermo, 2021). Todas estas
caracteristicas morfoldgicas y culturales descritas por
Barnett y Hunter (1998) permitieron identificar
putativamente al hongo B. cinerea.

El analisis filogenético muestra, que los 12 aislados
pertenecen a B. cinérea, comparamos a las cepas con
las secuencias tipo relacionadas filogenéticamente de
las especies del mismo taxén de acuerdo con la
literatura (Zhang et al., 2016, Ferrada et al., 2016),
obteniendo un porcentaje aceptable de soporte
Bootstrap, dando soporte a la identificacion
morfoldgica. Las secuencias fueron depositadas en la
base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), con ndmeros de accesos:
(PP850067, PP850068, PP850069, PP850070,
PP850071, PP850072, PP850073, PP850074,
PP850075, PP850076, PP850077, PP850078).

Enfrentamiento dual de las cepas nativas de
Trichoderma sobre el crecimiento micelial de B.
cinerea

La confrontacién de las 19 cepas de Trichoderma
frente a B. cinerea tuvo un impacto positivo en el
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porcentaje de inhibicion en el crecimiento micelial del
patégeno, con valores entre 43.0 y 60.0%; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas
(p=0.0943) entre las cepas, ya que la mayoria mostré
efectos antagonistas, formando una zona de inhibicién
progresiva, e invadieron al patégeno debido a su rapido
crecimiento. Las cepas HE- PaH13 y HE-ArR6 (60.14
y 57.65%) mostraron los mayores efectos en sus
respectivos enfrentamientos. Asimismo, los cultivos
duales tuvieron un periodo de enfrentamiento de entre
7 y 14 dias, lo que permitio observar que las cepas
nativas de Trichoderma colonizaron completamente al
patdgeno, considerandose asi, como micoparasitos
agresivos; esto se comprob6 con el reaislamiento del
patdgeno, donde se observé que éste no crecié de los
discos reaislados (Figuras 1y 2).

Produccién por parte de las cepas nativa
Trichoderma de sustancias inhibidoras del
crecimiento micelial de B. cinérea

Las cepas nativas de Trichoderma variaron en su
capacidad de producir sustancias que inhibieron el
crecimiento micelial de B. cinérea, inhibicién que
oscilo de 6.56 a 42.74% (Figura 2); asimismo, los
tratamientos mostraron diferencias significativas entre
ellos (p < 0.0001), de los cuales cinco evidenciaron
inhibicion micelial por encima del 30% (capas HE-
ArR7, HE- PaT7, HE-ArR1, HE-ArT161 y HE-
ArR92). Todas estas cepas expresaron superioridad
estadistica sobre el resto de las cepas, las cuales
tuvieron un menor efecto (por debajo de 20%). El
patégeno mostré un crecimiento atipico, con poco
crecimiento micelial y sin esporulacién (Figura 3).

Efecto de la aplicacion de Trichoderma en el control
de B. cinerea en flores de arandano en condiciones
de laboratorio

El experimento in vivo para el control de B. cinerea en
flores de arandano mostr6 que la aplicacién de
suspension de esporas de cepas de Trichoderma a una
concentracion de 1x10% conidios mL? inhibié el
desarrollo de la enfermedad en las flores, con un
control estadisticamente significativo (p <0.05). Cabe
resaltar que los resultados de incidencia y severidad
arrojaron un mejor control de la enfermedad cuando se
aplico la cepa HE- ArT161, la cual presentd valores del
66.6 y 34.00%, respectivamente, mostrando su
capacidad de reducir la colonizacion y esporulacion
del patdgeno (Figuras 4 y 5); le siguié en importancia
la cepa HE-ArR92 la cual mostré un 83.33 y 42.67%
de flores enfermas, y destaca la utilidad del empleo de
estos antagonistas nativos.
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Botrytis porri MUCL3234
J Botrytis pyriformis SedsarBC-2

Botrytis hyacinthi 0001
Botrytis convoluta 9801
22 Botrytis polyblastis CBS287.38
56 Botrytis paeoniae 0003

Botrytis ficariarum CBS176.63

Botrytis elliptica BE9610

Botrytis elliptica BE9714

Botrytis tulipae 9830

Botrytis fabiopsis BroadbeanBC-30

Botrytis carolianiana CA3

Botrytis carolianiana WM4

Botrytis fabiopsis BroadbeanBC-2

Botrytis squamosa PRI026
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Botrytis cinerea Bo-11-23
81 | Botrytis cinerea Bo-8-23
Botrytis cinerea Bo-6-23
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Botrytis cinerea Bo-24-23
Botrytis cinerea Bc7

Botrytis cinerea B0510
Botrytis cinerea Bo-27-23
Botrytis cinerea SAS405
Botrytis cinerea Bo-13-23
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Botrytis cinerea Bo-21-23
Botrytis cinerea Bo-10-23
Botrytis cinerea Bo-25-23-4

0.002

Figura 1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud con raiz de punto medio basado en el conjunto de datos de las
secuencias ITS de los aislados obtenidos en este estudio. Estos aislados y su procedencia son representados en letras
negritas.
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Figura 2. Efecto de las cepas nativas de Trichoderma frente a Botrytis cinerea, patégeno de arandano (Vaccinium
corymbosum), mediante el método de placa dual a los 7 dias de enfrentamiento. Se observa que las cepas de
Trichoderma inhibieron el crecimiento micelial y actuaron como micoparasitos de B. cinerea.
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Figura 3. Efecto del enfrentamiento dual y MS de las cepas nativas de Trichoderma sobre la inhibicion del crecimiento
micelial de Botrytis cinerea. Columnas con letras o rango de letras diferente son estadisticamente diferentes entre si,
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figura 4. Inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea a los 3 dias de inoculado el patégeno mediante el
método de placas tratadas con MS de las cepas nativas de Trichoderma. Se observan las siete cepas de Trichoderma
mas sobresalientes con efecto antiflngico frente al patégeno.
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Figura 5. Incidencia y severidad de la enfermedad causada por Botrytis cinerea en flores de arandano tratadas con
suspension de esporas de cepas nativas de Trichoderma a una concentracion de 1x108 conidios mL™. Columnas con
letras o rango de letras diferente son estadisticamente diferentes entre si segin la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figura 6. Incidencia y severidad del moho gris causado por Botrytis cinerea en flores de ardndano tratadas con
suspension de esporas de cepas nativas de Trichoderma a una concentracion de 1x10° conidios mL*. Se observa que
la aplicacion de la cepa HE-ArT161 condujo a la menor incidencia y severidad de la enfermedad, constituyéndose en
el mejor tratamiento para su control, con un elevado efecto antiflingico.

Efecto de la aplicacion de Trichoderma en el control
de B. cinerea en frutos de ardndano en condiciones
de laboratorio

Las aplicaciones de cepas nativas de Trichoderma
(1x108 conidios mL™*) para el control del moho gris en
frutos de ardndano presentaron diferencias
significativas ((p <0.0001) entre las cepas, donde la
incidencia de la enfermedad se redujo hasta un 20%
con una severidad del 12% (Figuras 6 y 7), siendo la

cepa HE- ArT161 la que mayormente disminuy6 el
desarrollo de las lesiones de la enfermedad. Por otro
lado, se puede observar que los demas tratamientos
aplicados con las cepas HE-ArR92 y HE- PaH13
pudieron controlar a B. cinerea en ambos parametros,
donde la eficacia de las cepas de Trichoderma puede
atribuirse a sus mecanismos de accion o propiedades
antifungicas ya que se retrasdé el crecimiento del
patdgeno en los frutos en comparacion con el testigo
(100% en incidencia y 94% en severidad).
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Figura 7. Incidencia y severidad de la enfermedad causada por Botrytis cinerea en frutos de arandano tratados con
suspension de esporas de cepas nativas de Trichoderma a una concentracion de 1x10° conidios mL™. Columnas con
letras diferentes son estadisticamente diferentes entre si segln la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figura 8. Incidencia y severidad del moho gris causado por Botrytis cinerea en flores de ardndano tratadas con
suspension de esporas de cepas nativas de Trichoderma a una concentracion de 1x108 conidios mL™. Se puede observar
que el efecto control de la cepa HE-ArT161, en comparacién con las demas, redujo significativamente los sintomas de

B. cinerea.

DISCUSION

El andlisis morfologico que se realizé es este estudio
mostré que las cepas aisladas pertenecen a la especie
Botrytis cinerea, lo cual se ve respaldado por el analisis
filogenético realizado con el gen ITS. Similares
analisis filogenéticos realizaron Zhang et al. (2016) y
Ferrada et al (2016), a diferencia que en dichos
estudios amplificaron méas de un gen, por lo cual su
porcentaje de identidad fue relativamente mas
significativo. Sin embargo, en este estudio se amplifico
el gen universal ITS, considerado como el codigo de
barras estdndar para la identificacion de hongos

(Quijada et al., 1997), demostrando que los aislados
trabajados en este estudio son idénticos a la especie
tipo de Botrytis cinerea.

Las cepas de Trichoderma estudiadas variaron en sus
capacidades para producir metabolitos que inhiben el
crecimiento micelial del patégeno. Por ejemplo, la
prueba de antibiosis permitié conocer que las cepas
HE-ArR7 y HE- PaT7 tuvieron un efecto inhibitorio
sobresaliente, lo cual concuerda con lo descrito por
Naeimi y Zaré (2013), quienes concluyeron que el
crecimiento micelial de B. cinerea se vio
significativamente ralentizado por los MS de
Trichoderma spp. hasta en un 55 %. Otras cepas, en
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cambio, tuvieron un comportamiento poco efectivo.
De las 19 estudiadas, 13 cepas mostraron escasa
inhibicion del crecimiento del patégeno (menor al
20%), posiblemente asociada a una baja produccion de
MS. El éxito de Trichoderma como agente de
biocontrol se debe, al menos en parte, a la capacidad
de estos hongos para producir una gran cantidad de
MS. En su estudio para identificar los compuestos
quimicos presentes diferentes cepas de Trichoderma,
Martinez et al. (2018) determinaron que los mismos
variaban segun el lugar de recoleccion y la especie del
hongo.

El efecto antagénico del género Trichoderma contra
otros hongos ha sido abundantemente documentado en
la literatura. Este género tiene la capacidad para
producir sustancias antifungicas, parasitar a otros
hongos y competir con patdgenos asociados a las
plantas (Asad, 2022; Contreras et al., 2016; Olowe et
al., 2022). Ello se debe a que producen una variedad
de MS tales como péptidos no ribosomales,
terpenoides, pironas y derivados inddlicos (Contreras
et al, 2022), sin incluir otros de reciente
descubrimiento (Huang et al., 2024). Por su parte,
Khan et al. (2020) indican que varias especies de
Trichoderma son los productores mas notables de MS
con actividad antiflngica sobre fitopatégenos.

El efecto beneficioso de Trichoderma se manifiesta
mediante diferentes mecanismos de accién, como es la
produccion de compuestos antifungicos (metabolitos
secundarios),  micoparasitismo, competencia e
induccidn de resistencia contra los patdgenos, ademas
de actuar como promotor del crecimiento de las
plantas. Por ejemplo, Bello et al. (2022) observaron
que los compuestos secundarios producidos por una
cepa de Trichoderma fueron eficaces en la inhibicién
del crecimiento de B. cinerea; este compuesto habia
sido identificados por Jin et al. (2020) como 6-pentil-
a-pirona (6PP), el metabolito antifungico mas activo
en el filtrado de la cepa. Zeilinger et al. (2016)
sefialaron que existen pruebas tanto directas como
indirectas que respaldan la participacion de diversos
compuestos en la actividad antagdnica de Trichoderma
contra hongos fitopatégenos debido a la presencia de
un gran nimero de metabolitos.

Algunas de las cepas de Trichoderma estudiadas en
esta investigacion fueron micoparasitos agresivos que
colonizaron completamente el micelio de B. cinerea
(Figura 1) hasta el punto de que el patégeno no pudo
recuperarse. De forma similar, Zeilinger et al. (2016)
mencionan casos de micoparasitismo en las especies T.
virens  (J.H.Mill., Giddens & A.A.Foster) Arx
(Ascomycota, Hypocreaceae) y T. harzianum Rifai
(Ascomycota, Hypocreaceae) en el biocontrol de
Moniliophthora roreri (Cif.) Evans, Stalpers, Samson
& Benny (Basidiomycota, Marasmiaceae). Otros casos
de micoparasitismo actividades antifungicas son
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documentados por Druzhinina et al. (2011), Vargas et
al. (2014) y Xiao et al. (2006).

Ademas de ser micoparasitos, varias especies de
Trichoderma se asocian a raices de plantas con las que
pueden establecer interacciones robustas y duraderas
que le confieren resistencia al cultivo (Mazzei et al.,
2016). De igual forma, aislados de T. harzianum, T.
hamatum y T. asperellum han demostrado ser efectivos
para inducir resistencia a enfermedades en muchas
especies de plantas (Yedidia et al., 2003; Harman et
al., 2004; Horst et al., 2005).

Como promotor del crecimiento, se ha comprobado
gue T. harzianum estimula y mejora el crecimiento de
las plantas, lo que puede significar un posible aumento
en los rendimientos y calidad de la cosecha (Contreras
etal., 2024). También, hay ejemplos con otras especies
como es el caso de T. asperellum en tomate (Kaissoumi
etal., 2024) y Trichoderma spp. en lechuga (Pereira et
al., 2019).

Hammad et al. (2021) realizaron experimentos de
biocontrol utilizando filtrados de T. atroviride P.Karst.
(TAtC11) (Ascomycota, Hypocreaceae) y T.
brevicompactum (TBS1) y encontraron que éstos
tenian una elevada actividad antagonista frente a B.
cinerea, inhibiendo tanto el crecimiento micelial como
la germinacion de conidios del patégeno. De igual
modo, Bello et al. (2022) observaron que el metabolito
secundario producidos por T. atroviride IC-11 y
conocido como 6PP fue eficaz en la reduccion de la
incidencia del moho gris en frutos de arandano e
inhibicion del crecimiento de B. cinerea, provocando
cambios morfoldgicos, dafios en la pared celular,
deterioro de las hifas y una menor germinacién
conidial del patégeno.

Por su parte, Bae et al. (2016) observaron mediante
pruebas de antibiosis que los metabolitos extraidos de
cepas de T. atroviride y T. petersenii Samuels, Dodd &
Schroers (Ascomycota, Hypocreaceae) mostraron una
fuerte actividad antagdnica contra Phytophthora sp.
(Oomycota, Peronosporaceae) en hojas de tomate y
pimiento provocando cambios morfoldgicos drasticos
en el micelio, como hinchazén, arrugamiento,
estallido, necrosis, esporulacién, alteracion de la
expresion génica del patégeno y pérdida de la
integridad de la pared celular, demostrando la
capacidad de los metabolitos como agentes de
biocontrol. Igualmente, Bailey et al. (2008) reportaron
que los filtrados extraidos de cepas de Trichoderma
inhibieron hasta en 50% el crecimiento hifal de M.
roreri en plantas de cacao. De forma similar, Baiyee et
al. (2019) encontraron que los filtrados secundarios de
la cepa T. spirale Bisset T76-1 (Ascomycota,
Hypocreaceae) inhibieron el crecimiento de
Corynespora cassiicola (Berk & Curtis) Wei
(Ascomycota, Corynesporascaceae) Yy Curvularia
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aeria (Bat, J.A.Lima & C.T.Vasconc.) Tsuda
(Ascomycota, Pleosporaceae) en aproximadamente
42% debido a la produccion de alcoholes (etanol) y
pirano (6PP).

Lo anterior sugiere que los efectos significativos sobre
la incidencia y severidad del moho gris en flores y
frutos de arandano observados en nuestro estudio
podrian atribuirse a la presencia de compuestos
volatiles y no volatiles existentes en las cepas de
Trichoderma que habrian permitido contrarrestar el
avance de la enfermedad. Jin et al. (2020) analizaron
el mecanismo de accién de T. atroviride (T2) con el
uso de MS contra Cylindrocarpon destructans
(Zinssm.)  Scholten  (Ascomycota, Nectriacea),
identificandose a 6PP como el metabolito antifingico
mas activo en el filtrado de la cepa que indujo la
autofagia y la alteracion de los procesos metabolicos
del patdgeno. Se deduce, entonces, que la utilizacién
de compuestos secundarios de Trichoderma
(epipolitiodoxopiperazinas,  peptaiboles,  pirona,
butendlidos, piridonas, azafilonas, koningininas,
esteroides, antraquinonas, lactona y tricotecenos) son
una herramienta eficiente contra una gran variedad de
patégenos que impactan de manera negativa a la
agricultura (Khan et al., 2020).

Kottb et al. (2015) mencionan que la aplicacion del
compuesto antifangico 6PP de T. asperellum (IsmT5)
en Arabidopsis thaliana Heynh redujo
significativamente los sintomas producidos por B.
cinerea y Alternaria brassicicola (hasta en 40 y 60%),
induciendo a la disminucién de germinacion de
esporas, resistencia y defensa a los hongos
fitopatégenos. Por su parte, Rajani et al. (2021)
revelaron la presencia de MS de las cepas de
Trichoderma como alcoholes, éteres, hidrocarburos,
aldehidos, ésteres, cetonas, acidos y otros compuestos
gue poseian una actividad antifingica frente
Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum, afectando el
crecimiento micelial y cambios morfol6gicos de los
patdgenos. Sridharan et al. (2020) hallaron que el
aislado T. longibrachiatum (EF5) impidi6 el desarrollo
del micelio y esclerocios de S. rolfsii (68%) y
Macrophomina phaseolina (33%), comprobando asi
que los compuestos obtenidos e identificados actlan de
forma fungistatica. También, Zhang et al. (2018)
reportaron a T. longibrachiatum como un agente de
biocontrol por su amplia gama de sustancias quimicas
antifngicas que inhibieron el crecimiento de Valsa
mali, un hongo pat6geno del manzano.

Barakat y Al Masri (2017) estudiaron los efectos de
una férmula biofungicida de T. harzianum sobre el
moho gris (B. cinerea) en hojas y plantas enteras de
fresa y observaron una reduccién significativa de la
incidencia y severidad de la enfermedad, la cual se
correlaciond positivamente con el aumento de la
concentracion de esporas empleada. Asimismo, Baiyee
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et al. (2019) revelaron que la aplicacién de suspensién
de esporas de T. spirale (T76-1) redujo la severidad de
la mancha foliar por Corynespora cassiicolay C. aeria
en plantulas de lechuga hasta aproximadamente 60%.
Del mismo modo, Geng et al. (2022) demostraron el
efecto control de la concentraciéon de esporas de T.
harzianum sobre el moho gris en plantas de tomate,
donde disminuyeron significativamente las lesiones
causadas por B. cinerea en las hojas de la planta.

Pascale et al. (2017) aplicaron una concentracion de
esporas del aislado T. harzianum (T22) que resultd
efectiva en reducir la severidad del patégeno Uncinula
necator (Schwein.) Burrill en plantas de vid. Por su
parte, Limdolthamand et al. (2023) emplearon una
formulacién fresca y seca de Trichoderma spp. para
controlar el tizén de la hoja del maiz, y encontraron
una eficacia biocontroladora al reducir la severidad de
la enfermedad hasta en 56%, debido a la alta
competencia por el espacio, los nutrientes y la
produccion de compuestos antifungicos, sobresaliendo
la formulacion fresca en comparacién con la seca.

Entre las limitaciones del presente estudio es
pertinente sefialar que los objetivos no incluyeron la
identificacion de las sustancias quimicas, o
metabolitos secundarios, existentes en los caldos de
cultivo, y que fueron extraidos de las cepas de
Trichoderma mediante el método descrito por Bailey
et al. (2008). Esto representa un objetivo particular que
podra contemplarse en futuras investigaciones. No
obstante, el estudio demostré que la presencia de estas
sustancias quimicas definitivamente ocasion6 la
inhibicion del crecimiento micelial del patdégeno.

CONCLUSIONES

Las cepas HE-ArR7, HE- PaT7, HE-ArR1 y HE-
ArT161 fueron micoparéasitos agresivos y produjeron
metabolitos que inhibieron el crecimiento de B.
cinérea. Ademas, con la aplicacién de esporas de la
cepa HE- ArT161 se obtuvo la menor incidencia y
severidad de la enfermedad en flores y frutos de
arandano.
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