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RESUMEN

En Costa Rica, el cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) destaca por ser un cultivo tradicional
en la dieta de los costarricenses, al consumirse fresco en ensaladas diariamente y ademas de
generador de divisas y continuo crecimiento econdmico, desarrollandose en pequefios sistemas
productivos ubicados en las zonas de Cartago y Zarcero principalmente. En los Gltimos afios
este cultivo ha sido afectado por la enfermedad conocida como moho blanco, causada por
Sclerotinia sclerotiorum, la cual se caracteriza por sintomas de pudricion blanca de la planta.
En esta investigacion se llevo a cabo un muestreo en una plantacion de lechuga en Zarcero,
Alajuela, en la cual se efectuaron inspecciones fitosanitarias y la recoleccion de plantas que
evidenciaron la sintomatologia del moho blanco. Por medio de andlisis morfoldgicos del
patogeno se identifico el agente causal de la enfermedad como S. sclerotiorum. Ademas, se
realizé la purificacion de este. Por Gltimo, se realizaron pruebas in vitro y en invernadero para
evaluar la capacidad antagénica de cepas de Clonostachys rosea, Trichoderma asperellum, T.
harzianum y T. longibrachiatum, sobre S. sclerotiorum con medicién de la competencia por
sustrato y antibiosis. En las pruebas duales, la competencia por sustrato se delimité en la clase
Il para T. asperellum y T. harzianum, en la clase Il para T. longibrachiatum y C. rosea segun
la escala utilizada. En cuanto a la antibiosis, los porcentajes de inhibicion de crecimiento (PIC)
se establecieron entre 66% y 81%, donde T. harzianum mostr6 los mejores valores con
diferencias significativas (p=0,05) en todos los enfrentamientos. Los resultados obtenidos
permiten identificar que los aislamientos de Trichoderma pueden ser utilizados en estrategias
de manejo de la enfermedad del moho blanco en el cultivo de la lechuga en condiciones de

ambiente controlado.
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ABSTRACT

In Costa Rica, lettuce (Lactuca sativa L.) is a traditional crop in the Costa Rica diet, consumed
fresh in salads on a daily basis, and is also a generator of foreign currency and continuous
economic growth. lecttuce is cultivateded in small production systems located mainly in the
Cartago and Zarcero areas. In recent years, the crop has been affected by the disease known as
gray mold, which is characterized by symptoms of white rot in the plant. For this research | el
e visited a lettuce plantation in Zarcero, Alajuela, in which phytosanitary inspections were
carried out and plants that showed symptoms of white mold were collected. The disease causing
agent was identified through morphological analisis as S. sclerotiorum and subsequiently
purified. Finally, in vitro and greenhouse tests were performed to evaluate the antagonistic
capacity of Clonostachys rosea, Trichoderma asperellum, T. harzianum and T. longibrachiatum
strains on S. sclerotiorum, with measurement of substrate competition and antibiosis. In dual
tests, substrate competition was delimited in class Il for T. asperellum and T. harzianum, in
class Il for T. longibrachiatum and C. rosea according to the scale used. Regarding antibiosis,
the growth inhibition percentages (GIP) were established between 66% and 81%, where T.
harzianum showed the best values with significant differences (p=0,05) in all confrontations.
The results obtained allowed to identify that Trichoderma isolates can be used as part of
management strategies for white mold disease in lettuce cultivation under controlled

environment conditions.
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1.INTRODUCION

El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) es originario de Asia, pertenece a la familia de
las asteraceas, y es la principal especie cultivable de esta familia botanica. La importancia de
esta planta radica en sus aportes nutricionales ya que es fuente de vitaminas A, C y K, ademas
del contenido de minerales, fibra y el bajo contenido de calorias (Kole, 2011). La produccion
de esta y otras hortalizas en Costa Rica ha predominado a lo largo del tiempo, principalmente
en regiones como Cartago y Zarcero. Para el afio 2019, la produccion de lechuga en el pais fue
de 568 toneladas (t), por lo que se considera que es un cultivo con un amplio interés econémico
a nivel nacional (Shatilov, Razin & Ivanova, 2019). Este cultivo es afectado por una serie de
enfermedades causadas por bacterias, hongos y virus. Dentro de estas resalta la enfermedad
conocida como moho blanco ocasionada por el hongo fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, que afecta a mas de 500 especies vegetales (O’Sullivan, Belt & Thatcher, 2021).
S. sclerotiorum es considerado uno de los fitopatdgenos mas destructivos y cosmopolitas a nivel
mundial (Bolton, Thommas & Nelson, 2006; Saharan & Mehta, 2008; Smolinska & Kowalska,
2018). Este hongo puede llegar a causar pérdidas en la produccidn, equivalentes a mas de $200
millones anuales. Las pérdidas asociadas a este hongo en el cultivo de lechuga corresponden de

un 10 a un 45% en sistemas intensivos (Vallalta & Porter, 2004).

El control de hongos fitopatdgenos en cultivos horticolas se ha basado en el uso de
fungicidas tanto preventivos como curativos. El amplio uso de este tipo de biocidas en la
horticultura llega a ser objeto de preocupacion publica, debido a los efectos perjudiciales sobre
el ambiente y salud (Tozlu, Mohammadi, Senol, Nadaroglu & Kotan, 2016). Actualmente los
fungicidas mas utilizados en hortalizas son los benzimidazoles, ditiocarbamatos y cloronitrilos;
Sin embargo, cada vez mas fungicidas estan siendo restringidos en su uso en diversos cultivos
debido a su toxicidad o impactos ambientales asociados a su aplicacion. Ademas, fungicidas
pertenecientes a estos grupos quimicos han demostrado tener efectos sobre el desarrollo o la
reproduccion del ser humano y los dos primeros son sustancias reconocidas de causar disrupcion

endocrina (Ramirez, Fournier, Hidalgo y Ruepert, 2014).



Consecuentemente un mayor uso de plaguicidas contribuye a agravar problemas
ambientales como la contaminacion y degradacion de los recursos naturales (Viera, Tello,
Martinez, Navia, Medina, Delgado y Jackson, 2020) En Costa Rica, el Instituto Regional de
Estudios en Sustancias Toxicas (IRET) de la Universidad Nacional, ha evidenciado como el
sector agro del pais ha llegado a ser un importante demandante de estos insumos Yy justifica su
uso ante los problemas que muchos productores sufren actualmente, como lo es el aumento e
incidencia de enfermedades fungicas, bacterianas y virales (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2011). Por otro lado, los consumidores
expresan su descontento debido a la presencia de residuos de plaguicidas en las hortalizas;
asimismo, se percibe una animadversion de la poblacion contra la aplicacion de productos
quimicos que dafian al ser humano y al ambiente. La preocupacién pablica por la presencia de
residuos de plaguicidas en los productos agricolas, razones ambientales y problemas de
resistencia a plaguicidas por parte de plagas y enfermedades ha intensificado en los ultimos

afios la busqueda de alternativas de manejo de estos problemas fitosanitarios (Calvo, 2011).

La implementacion de alternativas como el control bioldgico, se considera una
herramienta de manejo de fitopatdgenos, cuidando las condiciones medioambientales y
evitando la residualidad de sustancias en los alimentos, requisito que exigen muchos mercados
en su comercializacion. Los microorganismos que cumplen la funcion de un biocontrolador
generan una interaccion antagonica que mejora la funcionalidad de las plantas y puede llegar a
ser mas estable y duradera que un producto quimico (Villareal, Villa, Cira & Estrada, 2017).
Ante el contexto anterior, el combate bioldgico aparece como una alternativa viable dentro del
manejo ecologico de enfermedades. En el caso de la produccion de lechuga, el control bioldgico
se considera una herramienta para el manejo de S. sclerotiorum; sin embargo, el control
bioldgico debe ser evaluado y validado debido a la gran oferta de controladores biologicos que
estan disponibles actualmente en el mercado, los cuales presentan calidades diversas. La
evaluacion y validacion debe iniciarse con ensayos tanto a nivel in vitro como in vivo del efecto
antagonico de los antagonistas microbianos, para luego seleccionar los mas eficientes (Calvo,
2011).



La presente investigacion procurd evaluar el efecto de hongos biocontroladores en el
cultivo de lechuga como un método alternativo para el control del moho blanco, para ofrecer

alternativas de manejo y asi disminuir el uso de fungicidas quimicos.

Bajo la problematica aqui mostrada, el presente trabajo contempld los siguientes

objetivos.
1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antagonica de los hongos biocontroladores Clonostachys rosea,
Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum y Trichoderma longibrachiatum, sobre el
moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) mediante pruebas in vitro y en invernadero como

estrategia bioldgica en el manejo de la enfermedad en cultivo de lechuga.
1.1.2. Objetivos especificos

e Realizar pruebas in vitro en laboratorio para evaluar la capacidad antagénica de C.
rosea, T. asperellum, T. harzianum y T. longibrachiatum sobre S. sclerotiorum.

e Determinar el efecto antagdnico de cuatro hongos biocontroladores (C. rosea, T.
asperellum, T. harzianum y T. longibrachiatum) sobre el moho blanco en el cultivo de
lechuga en condiciones de invernadero, mediante analisis de datos que permitan evaluar

su efectividad.

e Analizar el efecto de cuatro hongos biocontroladores (C. rosea, T. asperellum, T.
harzianum y T. longibrachiatum) en el desarrollo y produccién del cultivo de lechuga,

mediante analisis de datos que evidencien la efectividad de su uso.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo de lechuga y su origen.

El cultivo de lechuga es una planta anual perteneciente a la familia de las asteraceas
(Asteraceae) y es la principal variedad cultivada de esta familia botanica. Es originaria de Asia,
probablemente de Egipto, cerca de las regiones del Mediterraneo, pero la domesticacién de la
especie ocurrid en la region comprendida entre Egipto e Iran (De Vries, 1997).

En el siglo XV, fue introducida en Europa principalmente por sus propiedades
culinarias y medicinales. Actualmente, se cultiva en todos los paises del mundo. Para el afio
2019 la produccion mundial fue de 29.134.653 t, de estas 568 t fueron producidas en Costa Rica.
Los principales paises productores en orden de mayor produccion corresponden a: China, USA
e India (Shatilov et al., 2019).

2.2. Importancia del cultivo de lechuga en Costa Rica.

Durante los ultimos afios en Costa Rica se ha observado un aumento en el consumo de
lechuga. Esta hortaliza se cultiva principalmente en altitudes importantes donde los climas son
frescos, siendo Cartago y Zarcero, las principales zonas productoras de lechuga, en los cuales
se produce principalmente la lechuga tipo “americana”. Segln los registros de oferta en nuestro
pais, la mayor oferta se da en los meses de julio y noviembre, y su precio alcanza su maximo
valor en el mes de diciembre ya que es el mes de mayor demanda (Vasquez, 2015). La
importancia y comercializacion de esta hortaliza se relaciona con las tendencias de mercado,
definidas por patrones de comportamiento del consumidor. Aspectos actuales sean del &mbito
social, econdmico o salud definen el estilo de vida que hoy dia lleva el ser humano. Las
tendencias indican un incremento en el interés por tener un estilo de vida mas saludable que
simplifique las tareas del hogar (FAO, 2003). Segun el Centro de Estudios para el Desarrollo
Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria (CEDRSSA, 2020), a partir de los patrones que
definen al consumidor, surgen alternativas en la produccion y comercializacion de los
alimentos. Se toman en cuenta diversos procesos de la cadena de comercializacién donde a
través de productos frescos se preparan alimentos enlatados, congelados y en este caso

hortalizas empacadas en diversas presentaciones tal como las ensaladas ya listas para servir.



2.3. Requerimientos nutricionales de la lechuga.

En la figura 1, se presentan los requerimientos nutricionales del cultivo de la lechuga
con respecto en cada macroelemento mineral, en este caso es el nitrégeno (N), fésforo (P) y
potasio (K). EI nutriente que mas absorben las plantas de lechuga es el K, seguido de N y P,

respectivamente (Bertsch, 2009).

Figura 1. Requerimientos de nitrogeno, fosforo y potasio del cultivo de lechuga
absorbidos en forma total y por cosecha.
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2.4. Morfologia de la planta.

La lechuga es una planta herbacea y anual. Su 6rgano comestible son sus hojas, las
cuales son glabras, brillantes, de color verde o rojo segun la variedad. El sistema radical esta
compuesto por una raiz principal poco profunda que se caracteriza por su rapido crecimiento,
las raices laterales son horizontales. El tallo es corto de forma cilindrica, aplastado (Carrasco y
Sandoval, 2016). Las hojas se disponen en espiral formando roseta o un cogollo o cabeza. Son
hojas simples (sin foliolos), sésiles, con laminas lisas, anchas. La inflorescencia de esta especie
consta de 15 a 25 flores cada una. La flor se compone de androceo de 5 estambres unidos por
las anteras formando un tubo que rodea el estilo. Es una flor autégama con alrededor de hasta

un 3% de polinizacién cruzada (Carrasco y Sandoval, 2016).



2.5. Fenologia del cultivo.

Fase de plantula: se da la aparicién de la radicula y la emergencia de los cotiledones,
seguidamente un crecimiento radicular en profundidad y luego la aparicion de 3 a 4 hojas
verdaderas, esta fase comprende una duracion de entre 3 y 4 semanas. Fase de roseta: se da la
aparicion de nuevas hojas y una disminucion en la relacion largo-ancho de foliolos, se produce
un acortamiento de los peciolos y finalmente la formacion de una roseta con 12 a 14 hojas, la
duracion de esta fase varia de 3 a 4 semanas. Fase de formacion de la cabeza: las hojas se
vuelven méas anchas que largas y toman cierta curvatura por el eje de la nervadura central, con
lo que las nuevas hojas quedan envueltas por las formadas anteriormente, la duracion de esta
fase va de 2 a 3 semanas. Fase de floracion: la cabeza pierde calidad, las hojas toman un sabor
amargo y se alargan y el tallo comienza a alongarse y posteriormente se da la emision de las
inflorescencias (Vasquez, 2015).

Figura 2. Ciclo fenol6gico del cultivo de lechuga en sus fases de crecimiento.
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2.6. Enfermedades en el cultivo.

Dentro de las principales enfermedades que afectan el cultivo de lechuga se encuentran:
el mal de talluelo (Pythium sp.), moho blanco (S. sclerotiorum), moho gris (Botrytis cinerea),
mildiu velloso (Bremia lactucae) y tizén (Alternaria alternata), las cuales afectan tanto la

calidad como la cantidad de la produccion de este cultivo (McDougall, 2015).
2.7. EI moho blanco (S. sclerotiorum).

2.7.1. Importancia econémica.

El moho blanco causado por S. sclerotiorum, es considerada una de las mas importantes
enfermedades en la produccion de hortalizas debido a su distribucion cosmopolita, gran nimero
de especies vegetales afectadas (500), formacion de estructuras de sobrevivencia (esclerocios)
y su dificil manejo (O’Sullivan et al., 2021; Saharan & Mehta, 2008). Dentro de los sintomas
gue provoca, estan las lesiones en las hojas y tallos de las plantas, colapso del sistema vascular,
muerte celular de los tejidos afectados y desintegracion de los tejidos, producto de la accion
enzimatica. Los dafios causados por este fitopatdgeno representan una reduccion del 20 al 35%
de la produccion (O’Sullivan et al., 2021). Esta especie se ha logrado distribuir a lo largo del

continente americano, y otros paises alrededor del mundo (Figura 3).

Figura 3. Mapa de distribucion de S. sclerotiorum.
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La Figura 3, Mapa de distribucion de S. sclerotiorum, representa diferentes estados del
patogeno a nivel mundial que son: el grado de origen, invasion y distribucion. Estos a su vez
forman un conjunto de datos que se presentan por los diferentes tonos en naranja, donde el tono
mas oscuro representa un mayor nivel de incidencia de los diferentes estados del patdgeno en
estudio.

2.7.2. Clasificacion taxonomica.

Segun la base de datos especializada en hongos Index Fungorum (2021) la clasificacion

taxondmica de S. sclerotiorum es la siguiente:
Taxonomia

e Phylum: Ascomycota.

e Clase: Leotiomycetes.

e Orden: Helotiales

e Familia: Sclerotiniaceae.

e Género: Sclerotinia

Especie: S. sclerotiorum

2.7.3. Ciclo de vida del moho blanco.

En la figura 4, se representa el ciclo de vida de S. sclerotiorum en el cultivo de lechuga.
Los esclerocios formados en la cosecha anterior, al contar con condiciones Optimas, pueden
germinar produciendo hifas para invadir nuevas plantas por contacto, salpique de la lluvia o
riego por aspersion. Asi mismo en la fase sexual pueden producir apotecios, los cuales estan
Ilenos de ascas con ascosporas; estas ultimas por medio del viento o corrientes de aire pueden
ser dispersadas y alcanzar tejidos sanos y establecerse en ellos, originando abundante micelio

blanco. Luego, esto puede dar origen a los apotecios sobre los esclerocios maduros.



Figura 4. Ciclo de vida de S. sclerotiorum en el cultivo de lechuga.
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2.7.4. Sintomatologia del moho blanco.

Los principales sintomas de esta enfermedad son manchas rojas con irregularidad,
marchitamiento y consistencia acuosa. Las condiciones que favorecen el desarrollo de este
patdgeno son principalmente de alta humedad, ya que le permiten extenderse y desarrollar un
micelio blanco donde se encuentran los cuerpos de resistencia. ElI marchitamiento se debe al
ingreso radicular de los esclerocios que ocasiona un colapso en el sistema vascular de la planta
(Geabicoski, 2012).



Figura 5. Sintomatologia y signos del moho blanco en el cultivo de lechuga. A). cuerpos de
resistencia, micelio algodonoso de color blanco; B). esclerocios en formacion; C). Seccion

transversal del esclerocio; D). Apotecios germinados; E). Seccion longitudinal de apotecio; F).

AsCas y ascosporas.

Fuente: Robledo, Aguirre y Castafio (2019).

2.8. Control bioldgico de S. sclerotiorum.

La funcién de un agente de control bioldgico se describe por el mecanismo que regula
el crecimiento y desarrollo de los patdgenos. EI mecanismo de accion que ejerce este organismo
sobre la planta hospedante se basa en espacio, disponibilidad de nutrientes, antibiosis y
parasitismo. También se caracteriza por la secrecion de enzimas y compuestos inhibidores, que

promueven la defensa fisiologica y bioquimica en las plantas (Martinez, Infante y Reyes, 2013).
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2.8.1. Trichoderma spp.

Brenes, Zufiga, Villalobos, Zufiga & Rivera. (2019), describen a este hongo como un
organismo capaz de desarrollarse en el suelo de forma natural creando interacciones en la
rizosfera, tiene capacidad antagonica sobre el desarrollo de otros organismos, estimula el
crecimiento de la planta y desarrollo radicular mediante mecanismos de defensa y usa
eficazmente los micronutrientes disponibles en el suelo. Este hongo supresor de enfermedades
es uno de los organismos de mayor uso en la agricultura. Tiene diversos mecanismos de accion
contra patdgenos dependiendo de la especie, entre las especies mas utilizadas estan T. virens, T.
viride y T. harzianum (Medina, 2016). El proceso de reproduccion del hongo Trichoderma es
por la via asexual. Garcia, Garcia, Mamani, Chavez & Alvarez (2016) detallan que en la etapa
inicial se da un desarrollo de estructuras aterciopeladas en color blanco y conforme comienza a
desarrollarse el micelio la apariencia torna a un color verdoso formando anillos concéntricos.
Los conidios propios de esta fase de reproduccién asexual presentan hifas septadas en forma
vegetativa, con tamafios entre los 3 a 5 um de didmetro que pueden ser ovalados, unicelulares
y verdes (Madloo, Rodriguez, Ramos y Lema, 2018). Se puede destacar que, tanto a nivel
productivo como en investigacién, el manejo de S. sclerotiorum y otras especies es amplio
(Hernan, Goémez y Garcés, 2015). Zubieta, Echeverry & Zafra (2019), detallan que mediante
pruebas in vitro donde se trata de evaluar la capacidad antagonica de este hongo contra dicho
patdgeno, la técnica de cultivos duales arroja resultados efectivos, se evidencia una tasa de
inhibicion de hasta un 95.6% vy casi nula formacion de esclerocios. Amerio, Castrillo, Bich,
Zapata y Villalba (2020), evidencian como esta y otras investigaciones se vuelven el pilar y
centralizacion de las futuras investigaciones y cémo la aplicacion de estos agentes de control

bioldgico contribuye a una economia mas sostenible.

2.8.2. Clonostachys rosea.

Clonostachys rosea es un micoparasito que penetra y destruye los hongos patogenos,
anteriormente se le conocia como Gliocladium roseum. Fue descrito por primera vez en 1907
por Bainier, diferencias en su morfologia, ecologia y secuencia del ADN influyeron en los
cambios de su clasificacion (Moreira, Franca, Borges & Mafia, 2014).
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Moreira et al. (2014), hacen referencia que este organismo al formar las colonias de
conidios llega a tomar colores blanco, naranja y rosa de ahi nace la particularidad en nombrar a
esta especie C. rosea. Otra caracteristica es la capacidad de dispersion y antagonica sobre
fitopatdgenos como S. sclerotiorum. EI mecanismo de accion de este patdgeno se basa en la
secrecion de CWDE, la cual esta conformada por quitinasa, glucanasa y proteasas. La funcion
de la quitinasa es degradar los enlaces 1,4-B-glicosidico de la pared celular, al romper estos
enlaces las paredes celulares de los patdgenos se destruyen. La funcion que cumplen las
proteasas es romper los enlaces peptidicos por medio de la hidrolizacion (Musiet, 2015). Otro
mecanismo utilizado por este biocontrolador es la produccion de enzimas y metabolitos
secundarios, que funcionan como antibidticos y toxinas con efectos negativos para los
patdgenos (Sun, Li, Ren, Xu, Sun, 2020). Rodriguez, Cabrera, Gozzo, Eberlin & Godeas (2011),
mencionan que mediante pruebas in vitro en cultivos duales de C. rosea contra S. sclerotiorum,
se observa inhibicién en el crecimiento radial del patdgeno de hasta un 25%, debido a la
actividad micoparasitica del antagonista. EI mismo detalla que este agente de control bioldgico
posee un amplio potencial y ha mostrado un rendimiento significativo en el manejo de S.
sclerotiorum (Rodriguez et al., 2011), por lo que en la metodologia aplicada se buscé determinar

una vez mas el potencial biolégico que posee C. rosea ante el manejo de enfermedades.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del estudio.

La presente investigacidn consistio en dos etapas; una en condiciones in vitro y otra en

condiciones de ambiente protegido.

a. El aislamiento del fitopatdgeno y las pruebas de antagonismo in vitro con los hongos
antagonistas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional, Costa Rica (UNA).

b. La parte de la investigacion correspondiente a las pruebas in vivo, se realizd en la
localidad de Ujarras, Paraiso de Cartago (Figura 6). Este lugar se encuentra entre las
coordenadas 9.83333 latitud norte y -83.83333"longitud oeste; a una altitud de 1084 msnm.
Presenta una precipitacion promedio anual de 211 mm, con una temperatura promedio anual de
29°C, una humedad relativa de 84% y una velocidad del viento de 10 km/h (Instituto
Meteoroldgico Nacional [IMN], 2024).

Figura 6. Mapa de ubicacién del invernadero, Ujarras Paraiso, Cartago.
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3.2. Experimento en condiciones in vitro.

3.2.1. Aislamiento de S. sclerotiorum.

Se realizd un muestreo de manera dirigida en una finca ubicada en Zarcero, Alajuela,
dedicada a la produccidn de hortalizas entre estas la lechuga con antecedentes de la enfermedad,
donde se han observado plantas afectadas con moho blanco. Se extrajeron cinco plantas enteras
con sintomas externos en las hojas, tales como: necrosis y moho blanco, las cuales se colocaron
en papel servilleta humeda, y se introdujeron en bolsas plasticas para ser guardadas en una
hielera y ser transportadas al Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional, lugar
donde se realizaron los aislamientos como se describe a continuacion. Se tomaron los
esclerocios contenidos en la muestra, se lavaron con agua destilada estéril para su respectiva
inoculacion. Cada estructura se sometio a un proceso de desinfeccidn con hipoclorito de sodio
(NaCl) al 1,0% por 60 segundos, posteriormente se hicieron tres lavados con agua destilada
estéril por 60 segundos y finalmente se depositaron en papel toalla estéril para su secado (Figura
7).

Finalizado el proceso de desinfeccion, se tomaron los esclerocios para ser colocados en
platos Petri con 20 ml de medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Todos los platos Petri se
sellaron utilizando Parafilm y se colocaron en incubacion por un periodo de cuatro dias a una
temperatura de 25°C (Prajapati et al., 2020). Este proceso se realizé segin Agrios (2005), donde
se realizo el aislamiento del fitopatégeno usando como material de inoculacién los esclerocios

contenidos en las muestras.
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Figura 7. (A) Proceso de desinfeccion de muestras para el aislamiento de patdgenos a partir
de tejido vegetal. (B) Ejemplo de distribucion equidistante de los esclerocios en platos de PDA.
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3.2.2. Obtencion de los hongos biocontroladores.

Para la elaboracion de pruebas in vitro e invernadero, los biocontroladores de la cepa de
Trichoderma asperellum y Clonostachys rosea se obtuvieron en Laboratorios Dr. Obregon, la
cepa de Trichoderma harzianum se obtuvo en Seracsa quien distribuye productos de Humitec
y por otra parte la cepa de Trichoderma longibrachiatum se obtuvo por medio de un productor
que lo utiliza para el manejo de enfermedades en hortalizas. La dosis aplicada en el ensayo se

basé en las recomendaciones y ficha técnica de cada producto.

3.2.3. Evaluacién de antagonistas en pruebas in vitro.

La evaluacién de la capacidad antagonica in vitro se efectu6 por medio de la técnica de
cultivos duales. Esta técnica consiste en colocar en un extremo del plato Petri con 20 ml de
medio PDA un disco de 5,0 mm de didmetro de medio de cultivo conteniendo el antagonista
(Clonostachys rosea, Trichoderma asperellum, T. harzianum y T. longibrachiatum) y en el otro
extremo de la caja un disco igual al anterior, pero en este caso con el fitopatégeno, como se
aprecia en la figura 8 (Singh & Sati, 2020). Las placas fueron incubadas a (26 + 2°C) en

condiciones de oscuridad hasta que se desarrollaron colonias fungicas.

3.2.4. Disefio experimental.

Se utilizd un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro repeticiones por
tratamiento (cada uno de los aislamientos de antagonistas) y un testigo absoluto del patégeno
sin antagonista (Tabla 1).

La unidad experimental consistio en una caja de Petri de 9,0 cm de diametro. Una vez
realizado el método de cultivo dual (Figura 9) en las cajas Petri, se sellaron con Parafilm y se
dejaron en incubacion en condiciones ambientales (26 £ 2 °C) con una distribucion

completamente al azar (Figura 8).
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Tabla 1. Descripcion de los tratamientos en las pruebas in vitro.

Tratamientos Cadigo Repeticiones
S. sclerotiorum + T. asperellum STa 4
S. sclerotiorum + T. harzianum STh 4
S. sclerotiorum + T. longibrachiatum STI 4
S. sclerotiorum + C. rosea SCr 4
S. Sclerotiorum (testigo absoluto) Ta 4

Figura 8. Croquis de la disposicion de cultivos duales en cajas Petri, con el aislamiento de

antagonistas y testigo en un disefio experimental completamente al azar (DCA).
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3.2.5. Variables por evaluar en las pruebas de antagonismo.

Se analizaron los principales tipos de antagonismo de acuerdo con lo propuesto por
Rios-Velasco et al. (2016), estos son: a) competencia por sustrato que comprende: el tipo de
antagonismo de acuerdo con la escala de Bell (Bell, Well & Markham, 1982), el tiempo en el
cual las colonias patdgeno-antagonista entraron en contacto, y el crecimiento radial. Y, la
inhibicion del crecimiento radial de la colonia formada por el fitopatdégeno y b) evaluacion del

efecto antibiotico mediante el porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC).

3.2.5.1. Evaluacién de la competencia por sustrato.

Dentro de las variables evaluadas para determinar la competencia por sustrato se midio

lo siguiente:

a. Ubicacion en la escala de clases de cinco grados planteada por Bell et al. (1982). Esta
escala consta de cinco clases; en la clase uno el antagonista llega a ocupar completamente la
superficie del medio de cultivo, en la clase dos el antagonista llega a sobrepasar las dos terceras
partes de la superficie del medio de cultivo. En la clase tres el antagonista y el patégeno coloniza
cada uno aproximadamente la mitad de la superficie del medio y ningun organismo parece
dominar al otro, en la clase cuatro el patdgeno crece (sobrepasa) tres cuartas partes de la caja
Petri y en clase cinco el fitopatdgeno llega a cubrir totalmente el plato Petri. Esto con el fin de
determinar cual hongo antagoniza mas eficientemente al fitopatdgeno. La observacion para

determinar la competencia por sustrato se realizo siete dias después de cultivados los platos.

b. Lapso (nimero de dias) en el cual las cepas de antagonista y fitopatdgeno entran en
contacto.

c. Crecimiento radial de las cepas de los biocontroladores, expresado en centimetros
(cm) para determinar el grado de colonizacion y crecimiento de estas. La medicion del

crecimiento radial se realiz6 a los cuatro dias.
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3.2.5.2. Evaluacion del efecto antibidtico.

Para la comprobacion del efecto antibiotico se evaluo el porcentaje de inhibicion del
crecimiento (PIC): Este se calculé mediante la férmula utilizada por Singh & Sati (2020) v;
Calvo, Rivera, Orozco y Orozco (2012), donde PIC= [(C1-C2) /C1]x100, siendo CI el
crecimiento radial del testigo y C2 el crecimiento radial del patdgeno en los tratamientos de

cultivo dual (Figura 8). El PIC fue evaluado a los siete dias.

Figura 9. Método de cultivo dual para la evaluacion del efecto antibiético. C1: crecimiento
radial del testigo, C2 el crecimiento radial del patdgeno en el cultivo dual, Tr: Trichoderma sp.

0

Testigo Cultivo dual

Fuente: Calvo et al. (2012).

3.2.6. Andlisis estadistico.

Los resultados de PIC, lapso y crecimiento radial se analizaron mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) y comparacion de medias de Tukey para determinar diferencias
significativas entre tratamientos. La variable del tipo de antagonismo de acuerdo con la escala

de Bell se analizé6 mediante una distribucién de frecuencias.
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3.3. Experimento en condiciones en invernadero.

3.3.1. Caracterizacion fisica y quimica del suelo.

El suelo que se utilizo en la presente investigacion se recolecto de la parcela de cultivos
anuales de la Finca Experimental Santa Lucia, ubicada en Santa Lucia de Barva, Heredia. Se
colectaron aproximadamente 25 muestras de suelo de 10 Kg cada una a una profundidad de 20
cm, las muestras colectadas se homogeneizaron y se tomo6 una submuestra de un Kg para el
respectivo andlisis quimico, esta fue enviada al Centro de Investigaciones Agronémicas de la

Universidad de Costa Rica.

El suelo utilizado presentd las siguientes caracteristicas (Figura 10), un pH superior al 5,5%,
por lo tanto, no existen probabilidades que el aluminio se encuentre soluble; esto se comprueba
con la acidez extraible o intercambiable, menor de 0,5 cmol (+) /L y el bajo porcentaje de
saturacion de acidez (2%). Las bases intercambiables y la CICE se encuentran en la categoria
media, las relaciones de bases muestran que la relacion Ca/Mg se encuentra por encima del
rango considerado adecuado (2-5), las relaciones Ca/K, Mg/K y Ca+Mg/K estan en el rango
considerado adecuado, el P se encuentra en una categoria media (mayor de 10 mg/L), el Cuy
Mn estan en una categoria media y el Fe en una categoria alta. EI N del analisis de suelo no es
un indicador de la disponibilidad de nitrogeno (N), su relacion C: N se encuentra dentro del

rango de 10:1 - 12:1, considerado como adecuado.

Figura 10. Caracterizacion del suelo utilizado en el ensayo.

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

Solucién Extractora: pH cmol(+)/L Yo mg/L
KCl1-Olsen Modificado ACIDE

H20 Z Ca Mg K CICE SA P Zn Cu Fe Mn

ID USUARIO ID LAB 5.5 0.5 4 1 0,2 5 10 3 1 10 5

MUESTRA UNICA S-22-06997 57 0.14 6.87 127 0.50 8.78 2 13 24 6 103 9

Fuente: CIA, 2022.
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Este suelo fue tamizado (tamiz de 2,0 mm) y posteriormente se sometié a un proceso de
esterilizacion con vapor saturado a una presion de 121°C y 1 atm por un periodo de 30 minutos
(Vitorino et al., 2020). Lo anterior, para eliminar cualquier microorganismo fitopatdgeno
presente en el suelo que pudiera afectar los resultados del experimento (Figura 11).

Figura 11. Proceso de esterilizacion del suelo con vapor saturado para los tratamientos

aplicados en invernadero.

3.3.2. Preparacion del inoculo.

Se utilizaron muestras de lechuga con S. sclerotiorum obtenidos en las pruebas de
antagonismo in vitro para hacer una reproduccion de estructuras, se seleccionaron los
esclerocios contenidos en la muestra, se sometieron a un proceso de desinfeccién con
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1,0% por 60 segundos, posteriormente se hicieron 3 lavados
con agua destilada estéril por 60 segundos y finalmente se depositaron en papel toalla estéril
para su secado (figura 12), una vez finalizado el proceso de desinfeccion se tomaron los
esclerocios en platos Petri con 20 ml de PDA. Los platos se sellaron con Parafilm y se colocaron

en incubacidn por un periodo de 7 dias a una temperatura de 25°C segun Agrios (2005).
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Figura 12. Aislamiento del hongo fitopatdgeno S. sclerotiorum. a). inoculacion de S.
sclerotiorum en medio PDA, b). muestra obtenida en campo. C). patdgeno aislado, d).

esclerocios para su inoculacion.

3.3.3. Establecimiento del proyecto en invernadero.

Se acondicion6 un invernadero en la zona de Ujarrds en Paraiso de Cartago, el cual
implemento riego manual separado por dos tiempos de aplicacion, un riego a las 5:00 am y el
segundo riego a las 6:30 pm; para una descarga total de 0,4 L/ m? al dia. Se establecieron 4
repeticiones por tratamiento, lo cual corresponde a 4 macetas por cada tratamiento. Los
tratamientos por evaluar fueron los siguientes (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcién de los tratamientos a utilizar.

Tratamientos Codigo  No. de repeticiones
S. sclerotiorum + T. asperellum Ta 4
S. sclerotiorum + T. harzianum Th 4
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S. sclerotiorum + T. longibrachiatum

S. sclerotiorum + C. rosea

S. sclerotiorum+ testigo comercial benomil

S. sclerotiorum sin aplicacion

Testigo absoluto sin inoculacién

Total

Tl

Tc

Sa

Si

28

Figura 13. Establecimiento de ensayo en invernadero, Ujarras en Paraiso de Cartago.

3.3.4. Inoculacion del patégeno y aplicacion de los tratamientos.

Se depositaron 2.0Kg de suelo estéril en macetas (N°1200), estas se humedecieron hasta

que el suelo alcanzd su capacidad de campo, 5 horas después se realiz6 la inoculacion del
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patogeno. La inoculacion se realizo utilizando micelio obtenido en el proceso antes mencionado,

se colocd el inoculo en diferentes puntos del suelo contenido en la maceta

Veinticuatro horas después se sembré una plantula de lechuga (obtenida en Almécigos
Villalta de la variedad Lechuga América BG) por macetera, realizando previamente un hoyo de
aproximadamente 5,0 cm de profundidad. EI benomil (Afungil 50 WP de Seracsa) y los hongos
biocontroladores se inocularon al suelo 2 dias después del trasplante. La aplicacion de los
biocontroladores fue en una suspension de 10 ml de la concentracion comercial (2x10” UFC'ml-
1. La dosificacion del fungicida comercial (benomil) se empled de acuerdo con las

recomendaciones generales de la ficha técnica del producto, el cual es de 600 g ha™.

3.3.5. Manejo agronémico del cultivo.

Para la fertilizacion se siguieron las recomendaciones planteadas por Richmond (2015)
donde la aplicacion de minerales fue a través de una solucion nutritiva mediante un sistema de
riego por aspersion al suelo y via foliar. Se realizaron 2 riegos separados para una descarga de
0,4 L por metro cuadrado por dia. La concentracion de nutrimentos expresada en partes por
millon (ppm) aplicada durante el ciclo del cultivo fue de 195,27 de nitrogeno, 56,51 de fosforo,
280,79 de potasio, 143,16 de calcio, 52,43 de magnesio, 71,05 de azufre, 1,05 de hierro, 0,01
de manganeso, 0,05 de boro, 0,05 de zinc, 0,004 de cobre, 0,004 de molibdeno y 0,001 de
cobalto. Ademas, se aplico calcio via foliar a la dosis recomendada a los diez dias después del
trasplante (ddt) y a los 18 ddt.

3.3.6. Disefio experimental.

La unidad experimental se conformé por una maceta de 2,0 L sembrada con una planta
de lechuga c.v Great Lake. Se utilizé un disefio completo al azar (DCA) como se observa en la
figura 14.
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Figura 14. Croquis de la disposicion de las macetas con plantas de lechuga mediante un disefio

completamente al azar (DCA).
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3.3.7. Variables para evaluar.

Se evaluo la incidencia de la enfermedad, severidad de la enfermedad, peso fresco y

seco de la parte aérea y radical en las cuatro repeticiones por tratamiento.

3.3.7.1. Incidencia.

La incidencia de la enfermedad expresada en porcentaje (%) se evalu6 mediante la
observacion de los sintomas mostrados por las plantas de lechuga inoculadas con el patégeno,
se calcul6 como el nimero de plantas enfermas que presentaron los sintomas caracteristicos de

la pudricién del cogollo, expresado como porcentaje, segun lo indicado en la siguiente formula:

Incidencia (%) = Numero de plantas enfermas x100

Total, de plantas evaluadas

25



3.3.7.2. Severidad.

La severidad de la enfermedad se evalud en plantas individuales utilizando una escala

visual de siete grados (Tabla 3) de acuerdo con la metodologia de Romero (2015).

Tabla 3. Escala visual de severidad para la evaluacion de S. sclerotiorum en plantas de lechuga

en condiciones de invernadero.

Grado Descripcion

1 Sin sintomas visibles (planta sana)

2 <5% Sintoma inicial (caida de hojas basales)

3 5-25% de sintomas (marchitamiento de la planta)

4 25-50% de sintomas (pudricién acuosa)

5 50-70% de sintomas (pudricion + micelio)

6 70-80% de sintomas (con formacion de esclerocios)

7 >80% de sintomas (muerte de la planta “esclerocios
maduros”)

Fuente: Romero (2015).
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3.3.7.3. Desarrollo de la planta.
Las variables que se mencionan a continuacion se evaluaron a los 45 ddt.

Peso fresco de la raiz y parte aérea (g): Se procedio a separar la parte area y el sistema
radicular de la planta. Las raices fueron lavadas con agua corriente y posterior a eso se pesaron

de manera individual con una balanza mecanica.

Peso seco de la raiz y parte aérea (g): el sistema radicular previamente lavado y la parte
aerea de las plantas se sometieron a un proceso de secado en una estufa a una temperatura de

60°C por un lapso de tres dias y se pesaron posteriormente en una balanza granataria.

3.3.8. Andlisis estadistico

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta estudiadas
(incidencia, peso fresco y seco de la parte aérea de la planta, peso fresco y seco de la raiz), se
realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA). Para analizar el porcentaje de severidad que es otra

de las variables analizadas se realiz6 un analisis de distribucién de frecuencias.
El modelo lineal para el experimento unifactorial sera el siguiente:
Yig = u+a;+ &
con:i =1..4, j=1..7
Con

Y;ji: variable de respuesta del i-€simo tratamiento, j-ésimo tiempo de evaluacion y la k-ésima

repeticion.
u: media general
;. efecto de la i-ésimo tratamiento.

&iji - término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza

constante
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacién de antagonistas en pruebas in vitro.

Para la evaluacion in vitro de antagonistas se hizo la seleccion de los géneros
Trichoderma spp. de diferentes especies y Clonostachys rosea (Figura 15). Los hongos del
género Trichoderma son de los antagonistas mas utilizados, ya que son facilmente aislados y
cultivados, ademas de tener un rapido crecimiento en diversidad de sustratos. Los mecanismos
por los cuales las cepas del género Trichoderma antagonizan a patégenos son; por competicion
directa por espacio y nutrientes, por la produccion de metabolitos antibidticos y parasitismo

(Ezziyyani, Pérez, Sid, Requena &Candela, 2004).

Figura 15. Colonias puras de los biocontroladores en medio de cultivo PDA. Cr (Clonostachys
rosea), Ta (Trichoderma asperellum), Tl (Trichoderma longibrachiatum) y Th (Trichoderma

harzianum).

Por otra parte, el género Clonostachys forma parte de un grupo de hongos con diversos

estilos de vida entre estos micoparasitos destructivos. Aungue es un género poco evaluado,
existen estudios que citan a C. rosea parasitando patdgenos de importancia econdémica
(Belingheri, Mendel, Salinas & Trejos, 2024). Por lo que se consideran hongos que deben ser

evaluados en el manejo de enfermedades en cultivos de importancia economica.
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4.1.1. Evaluacién de cultivos duales.

La evaluacion de cultivos duales se utiliza para medir la competencia por sustrato y el
grado de antibiosis que tienen los hongos biocontroladores en el manejo de diversos patdgenos,
con el fin de cuantificar la capacidad por competencia. Se toma en cuenta la escala de clases
planteada por Bell, el lapso en que el antagonista y patégeno entran en contacto y el crecimiento

radial con el fin de determinar el grado de colonizacion (Marin, Rivera, et al. 2017).

Figura 16. Evaluacion de cultivos duales de diferentes tipos de hongos antagénicos en el
manejo del hongo S. sclerotiorum. STa; S. sclerotiorum y T. asperellum, STh: S. sclerotiorum

y T. harzianum, STI: S. sclerotiorum y T. longibrachiatum, SCr: S. sclerotiorum y Clonostachys

rosea.

4.1.2. Evaluacion de competencia por sustrato.

Para la evaluacion de competencia por sustrato se utilizo la escala desarrollada por Bell
et al. (1982). Calvo, et al. (2012) mencionan que es una de las metodologias mas utilizadas por
diversos autores; los resultados del grado de antagonismo derivados de la escala de clases
confirman la capacidad antagonica por espacio y nutrientes de los tratamientos STay STh, que

se clasificaron en el grado Il de la escala de Bell et al. (1982). Esto indica que las cepas de T.
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asperellum y T. harzianum colonizaron dos terceras partes del medio del cultivo limitando el
crecimiento de S. sclerotiorum, permitiendo colocarlos en la categoria de antagonistas. Por otro
lado, los tratamientos STl y SCr (T. longibrachiatum y C. rosea respectivamente), se ubicaron
en el grado 111, indicando que no hubo efecto antagonico contra S. sclerotiorum.

Se determind el tiempo de contacto entre las cepas de los antagonistas y el fitopatdgeno.
El tiempo en que un antagonista entra en contacto con el fitopatdgeno demuestra el grado de
agresividad del biocontrolador. Michel (2001) indica que entre menor sea dicho lapso, mayor
sera la agresividad antagonista. En este trabajo, en todos los casos el antagonista y el patégeno
hicieron contacto inicial a los 3 dias. Por lo anterior no hubo diferencias entre los tratamientos
para esta variable. Osorio, et al. (2008), mencionan resultados similares en la evaluacion de
Trichoderma sp vs. P. capsici. Otros autores mencionan un contacto inicial entre antagonista y

patdgeno entre el dia uno y tres (Arzate, et al. 2006; Hernandez, 2008).

Sumado a lo anterior Tarazona (2009), Mattos y Torres (2024), mencionan el
comportamiento de Trichoderma como un micoparasito pasivo, ya que el mismo una vez
entrado en contacto con el suelo debe adaptarse a las condiciones ambientales para tener un
comportamiento agresivo contra en fitopatdgeno.

Flores, et al. (2015) mencionan que en la evaluacién de actividad antagonica de C. rosea
contra Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Botrytis cinerea, el resultado de inhibicion y
crecimiento micelial de Clonostachys fue de los mas bajos y lentos, comportamiento observado
en esta investigacion. Los mismos autores atribuyen lo anterior a que el micoparasitismo de C.
rosea es un proceso complejo e incluye un proceso de reconocimiento, penetracién de la hifa,

invasion y secrecién de las enzimas hidroliticas que propician la funcién de biocontrolador.

Con relacion al crecimiento radial de los antagonistas se observo que el aislamiento SCr
presentd el mayor crecimiento radial, con un crecimiento promedio de 3,7 cm, (Figura 17). El
crecimiento radial de C. rosea presentd diferencias significativas (p=0,05) con respecto a los
demaés tratamientos. Esta cepa llegd a cubrir mas de las dos terceras partes del plato Petri en 7
dias, seguido del tratamiento STI, donde el hongo tuvo un crecimiento de 3,0 cm. Por lo que,

segun el ANDEVA, existen diferencias entre las medias de los tratamientos. El tratamiento STh
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alcanzé un crecimiento de 1.7cm, teniendo un menor crecimiento radial en comparacion con los

otros antagonistas.

Figura 17. Crecimiento radial promedio (n=4) a los 7 dias, de los antagonistas T. asperellum
(STa), T. harzianum (STh), T. longibrachiatum (STI) y C. rosea (SCr) en las pruebas in vitro.
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4.1.3. Evaluacién del efecto antibiético.

La capacidad antagonica de los tratamientos por antibiosis se expresd por medio del
porcentaje de inhibicion del crecimiento (%PIC). El tratamiento STh presenté los valores méas
altos de inhibicidn de crecimiento de S. sclerotiorum con un PIC de 81% (Figura 18), existiendo
una diferencia significativa con respecto a los otros antagonistas evaluados (p=0,05). Los

tratamientos de STa, STl 'y SCr se ubicaron en un rango del PIC de entre 55% y 75%.
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion del crecimiento (% PIC) de T. asperellum (STa), T.
harzianum (STh), T. longibrachiatum (STI) y C. rosea (SCr)
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Rivera, et al. (2016) encontraron valores altos en el % del PIC de S. cepivora vrs T. asperellum,
indicando que la rapidez y efecto inhibitorio de los biocontroladores se debe a las diversas tasas
de crecimiento y el proceso enzimatico que pasan para cumplir el efecto antibidtico o por
factores externos, que les permite controlar el patdégeno con éxito. Del mismo modo autores
como Belanger, et al. (1995) y Calvo (2011) demostraron que diferentes aislamientos de
Trichoderma sp. produjeron antibiosis in vitro, lo cual inhibié al patégeno, indicando lo

siguiente:

“La capacidad antibidtica desarrollada por el género Trichoderma se debe

principalmente a la produccion de los antibi6ticos peptaibol, trichozianinas A1y B1. Mediante
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la produccion de estas sustancias Trichoderma spp. logra inhibir la germinacion de las esporas

y la elongacion de las hifas de B. cinerea”.

Por lo que se determina que la efectividad y capacidad antagonica de STh se debi6 al
efecto micoparasitario que tiene este hongo y a los factores externos que favorecieron en los

resultados obtenidos.
4.2. Evaluacion de antagonistas en condiciones de invernadero.

4.2.1. Incidencia de la enfermedad.

En la figura 19 se muestra que el tratamiento con incidencia nula del moho blanco es el
tratamiento Tc, los tratamientos Ta, Tl y St mostraron un 25% de incidencia de la enfermedad
y los tratamientos Th y Sa tuvieron un 50% de incidencia. El tratamiento con mayor incidencia
de la enfermedad es el tratamiento Si, a pesar de no haberse inoculado con el patégeno; Madloo
et al. (2018) mencionan que el patégeno S. sclerotiorum tiene la capacidad de infectar plantas
de diversas maneras, entre estas esta la infeccion micelar que consiste en la germinacion de
esclerocios, infectando las plantas por medio de sus hifas y la infeccidn carpogenéticamente,
que consiste en la formacién de apotecios por medio de los esclerocios, por lo que al formar
apotecios aumenta la formacién ascosporas que se diseminan por medio del viento causando
mayor incidencia de la enfermedad en las plantas sanas, por lo que se estima que parte del
manejo e implementacién de equipo pudo ser vector para tener infeccion de plantas

carpogenéticcamente.

Musiet (2015) demostrd la efectividad de Clonostachys para el control de otros
patdgenos como Botrytis cinerea en plantas de Eucalyptus spp. en bioensayos in vitro a
temperaturas controladas. Constatd la eficacia en el control del patdégeno, con mejores
resultados en comparacion con fungicidas quimicos. El autor hace la salvedad sobre la

variabilidad de la eficiencia del biocontrolador cuando se somete a temperaturas variables.
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Figura 19. Incidencia del fitopatdgeno S. sclerotiorum en plantas de lechuga a las que se

aplicaron los antagonistas T. asperellum (Ta), T. harzianum (Th), T. longibrachiatum (TI) y C.

rosea (Tc) en condiciones de invernadero.
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En el caso de Trichoderma Seng, et al. (2014) evidenciaron la efectividad de este hongo

para controlar moniliasis en arboles de cacao en la zona de Guacimo de Limén, e indican la

reduccion de incidencia de esta enfermedad en un 11% en tan solo 35 dias, representando un

aumento de 198 Kg/ha de fruta. Por otra parte, cepas de T. viride, T. harziamuny T. asperellum

provenientes de la rizosfera de los arboles de aguacate mostraron un alto porcentaje de

inhibicion de tres fitopatdgenos; P. capsici, F. oxysporum y R. solani obtenidos de la raiz de

plantas de chile con sintomas de marchitez, T. asperellum mostré el 88,25% de PIC T. viride un

87.22% y T. harzianum 87.8%. Se concluye que estos microhongos son eficientes contra los

fitopatdgenos evaluados (Andrade, Castrillo, Osorio, et al., 2020)
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4.2.2. Severidad.

Después de 15 dias desde el trasplante (ddt), las plantas de lechuga inoculadas con el
fitopatogeno S. sclerotiorum mostraron grado 7 en la escala de severidad, lo que representa la
mortalidad de la planta. A los 45 dias ddt uno de los principales sintomas observados en la
evaluacion y que se asocia con la enfermedad del moho blanco es el marchitamiento. Segun
Veldsquez y Reveles (2017) el sintoma inicial de la enfermedad ocurre cuando la planta se
acerca a la etapa de madurez y donde es notable la presencia de lesiones de consistencia acuosa
en la base del tallo, formando un micelio blanco abundante que al compactarse forma los
esclerocios, estructuras de coloracion negra que diseminan la enfermedad en el campo (Figura
20).

Figura 20. Clasificacion del grado de severidad del moho blanco, segun los sintomas de las
plantas bajo condiciones de invernadero. Grado 1: plantas sanas sin sintomas visibles; Grado 2:
sintoma inicial de caida de hojas basales; Grado 3: plantas con marchitamiento; Grado 7: muerte

de la planta.

Grado 2

Grado 7

Del total de las plantas evaluadas, 20 se clasificaron en el grado 1 (plantas sanas sin
sintomatologia o dafios por la enfermedad (Figura 21). Por otra parte, se clasificaron 5 plantas
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con grado 2 (mostraron marchitamiento o caida de las hojas) y, por tltimo, del total de muestras

solo 3 plantas se ubicaron en grado 7, representando la mortalidad en plantas.

Figura 21. Distribucion de frecuencias de grados de severidad de la enfermedad causada por S.

sclerotiorum en plantas de lechuga en condiciones de invernadero.
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En la figura 21 se expresa el grado de severidad de S. sclerotiorum en las plantas de
Lactuca sativa, se observa que del total de plantas (28 plantas) tan solo 3 plantas se presentaron
en grado 7 seguln la escala visual, misma que representa la presencia de sintomas de mortalidad
en plantas. Segun Finquitiva, Santos y Sanchez, (2020), el grado de severidad expresado se debe
a la produccion de &acido oxalico y a la expresion de enzimas que van degradando la pared
celular de la planta y causando lesiones que se expanden y liberan moléculas (péptidos) e

inducen a la expresion de enzimas degradativas observados en varios tejidos de las plantas.

4.2.3. Evaluacion del desarrollo en plantas.

El tratamiento con mayor peso promedio de la parte aérea es el tratamiento con C. rosea
(12 g) seguido del tratamiento con control quimico (9.75 g). Por otra parte, el tratamiento con

menor desarrollo fue el Si que corresponde al tratamiento sin inoculacion (2.75 g). Mismo
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comportamiento en la evaluacién del desarrollo radicular de la planta. Como se puede observar
en las figuras 22 y 23 los tratamientos en los que se utilizaron distintas especies de Trichoderma
no presentaron un desarrollo significativo y superior a los tratamientos St y Sa. Segun el
ANDEVA de los resultados obtenidos no existe diferencia significativa (p=0.05) entre las

medias de los tratamientos.

Figura 22. Peso promedio de la parte aérea seca y fresca (+ Error estandar) de los tratamientos
aplicados para el control de S. sclerotiorum en plantas de lechuga. Sometido a 4
biocontroladores y control quimico. (Ta) Trichoderma asperellum, (Th) Trichoderma
harzianum, (TIl) Trichoderma longibrachiatum, (Tc) Clonostachys rosea, (St) Testigo

comercial, (Sa) sin inoculacién, (Si) Testigo absoluto
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Figura 23. Peso promedio de la raiz seca y fresca (x Error estandar) de los tratamientos
aplicados para el control de S. sclerotiorum en plantas de lechuga. Sometido a 4
biocontroladores y control quimico. (Ta) Trichoderma asperellum, (Th) Trichoderma
harzianum, (TIl) Trichoderma longibrachiatum, (Tc) Clonostachys rosea, (St) Testigo

comercial, (Sa) sin inoculacion, (Si) Testigo absoluto.
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Martinez et al. (2013) confirman que algunos de los hongos del género Trichoderma
tienen la capacidad de conferir resistencia y promover el crecimiento en plantas, cumpliendo la
funcién de promotores de crecimiento. Esta multifuncionalidad se debe a la simbiosis que se da
con los cultivos y el potencial mecanismo de accion que permite la sintesis de fitohormonas,
produccién de vitaminas y solubilizacién de nutrientes, haciendo de este Gltimo se da la
traslocacion de nutrientes, desarrollo radicular y aumento de la tasa metabolica (Lanna et
al.2021).

Como se muestra en esta investigacion con algunos de los tratamientos evaluados y
como lo mencionan Lobo, et al. (2018), la efectividad y accion de los biocontroladores esta

determinada por condiciones favorables en el medio ambiente para tener un adecuado
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establecimiento; por lo que se considera una de las principales causas de tener variacion y

eficiencia en el biocontrol de S. sclerotiorum.

Garcia y Rojas (2022) en su evaluacion obtuvieron resultados con una mayor cantidad
de altura y biomasa en la evaluacion de diferentes cepas de Trichoderma en plantas de tomate,
destacan la efectividad obtenida por la especie T. asperellum y mencionan la existencia de cepas

que promueven el crecimiento longitudinal de la raiz y nimero de hojas por planta.
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5. CONCLUSIONES.

En la evaluacion de competencia por sustrato los tratamientos STa'y STh se clasificaron
dentro del grado 1l en la escala de Bell, lo que significa que colonizaron dos terceras
partes del sustrato, permitiendo clasificarlos como antagonistas de S. sclerotiorum.

El uso de los hongos Trichoderma asperellum y Trichoderma harzianum en las pruebas

in vitro fueron los que tuvieron un mejor rendimiento en cuanto al % PIC calculado.

La evaluacion bajo condiciones de invernadero permitid identificar la incidencia de la
enfermedad en la unidad experimental demostrando la capacidad antagdnica de C. rosea

y el comportamiento similar de las cepas de T. asperellum y T. longibrachiatum.

Se puede recalcar que las cepas utilizadas como agentes de control bioldgico tienen un
potencial en el manejo de enfermedades, la viabilidad en los resultados obtenidos pudo
estar determinado por manejo y condiciones ambientales que mostré una inhibicion de

su potencial.

En términos de peso fresco, el peso promedio mas alto alcanzado es con el tratamiento
C. rosea y el testigo comercial, por lo que se puede determinar gque la implementacion
de este antagonista versus un control quimico es una excelente alternativa que no solo
inhibe los dafios ocasionados, sino que promueve un mejor desarrollo de la planta y

genera una reduccion de la contaminacion ocasionada por los productos quimicos.

Se recomienda la aplicacion de T. asperellum en el manejo de la enfermedad del moho
blanco, ya que es uno de los géneros mas utilizados como agente de control bioldgico
sumado a los resultados obtenidos que respaldan la efectividad en el control de dicho

patogeno.
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6. RECOMENDACIONES

e Para aplicar agentes de control biolégico en campo se recomienda realizar pruebas tanto in
vivo en laboratorio como en invernadero. Con el fin de conocer mejor el comportamiento de

los agentes evaluados y hacer aplicaciones mas acertadas.

e Realizar evaluaciones en diferentes épocas del afio y de esta forma medir el comportamiento
de los agentes que, por temas de temperatura, humedad, radiacion, viento pueden incidir tanto
en el control de enfermedades como sobrevivencia de los microorganismos antagonistas en el

medio.

e Desarrollar investigaciones que se enfoquen en la blsqueda de vectores causales del moho
blanco, con el objetivo de establecer estrategias de manejo integrado que permitan disminuir

el uso de insumos quimicos dentro de los sistemas agricolas.
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8.ANEXOS

8.1. Experimento en condiciones in vitro.

8.1.1. Preparacién del Medio de cultivo PDA, papa dextrosa agar.

Por cada litro PDA se pesan 200 gramos de papa los cuales se cosen en 500 ml de agua, otros
500 ml de agua destilada se les agrega 20 gramos de agar y se ponen en agitacion. Cuando la
papa esta cocida se recupera el liquido haciéndolo pasar a través de un colador y este se adiciona
a los otros 500 ml para completar el litro de medio de cultivo. Por Gltimo se le adicionan 20
gramos de dextrosa, se agita y se distribuye entre varios frascos, para finalmente auto clavar a
121 °Cy 15 psi (libras de presién por pulgada cuadrada), durante 15 minutos.

Anexo 1. Resultados evaluacion pruebas in vitro.

Tratamiento Repeticion Crecimiento % PIC Esc. Bell
T.asperellum 1 2,5 72,22 ]
T.asperellum 2 2,5 72,22 ]
T.asperellum 3 2,5 72,22 ]
T.asperellum 4 1,5 83,33 ]
T.harzianum 1 1,8 80,00 I
T.harzianum 2 1,5 83,33 I
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T.harzianum 1,4 84,44 I
T.harzianum 2,1 76,67 I
T.longibrachiatum 3,1 65,56 Il
T.longibrachiatum 3 66,67 Il
T.longibrachiatum 2,9 67,78 Il
T.longibrachiatum 3 66,67 Il
C. rosea 3,5 61,11 Il
C. rosea 3,4 62,22 Il
C. rosea 3,8 57,78 Il
C. rosea 3,9 56,67 Il
S.sclerotiorum 9 0,00

S.sclerotiorum 9 0,00

S.sclerotiorum 9 0,00

S.sclerotiorum 9 0,00
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Anexo 2. Nivel de incidencia del Moho blanco (S. sclerotiorum) en plantas de lechuga en

condiciones de invernadero.

Tratamientos
Ta Th Tl Tc St Sa Si
Total 4 4 4 4 4 4 4
P.Sanas 3 2 3 4 3 2 1
P. Enfermas 1 2 1 0 1 2 3
% Incidencia 25% | 50% 25% 0% 25% 50% 75%

Anexo 3. Severidad de S. sclerotiorum en plantas de lechuga en condiciones de invernadero.

Tratamiento M.1 M.2 M.3 M.4
Ta 2 1 1 1
Th 1 1 7 2
TI 3 1 1 1
Tc 1 1 1 1
St 7 1 1 1
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Sa

Si

Anexo 4. Evaluacion del desarrollo en plantas de Lactuca sativa L.

Tratamientos Parte aérea Parte radicular
Peso Fresco Peso Seco Peso Fresco Peso Seco
Ta 7 0.1 3.75 0.17
Th 5 0.07 4.25 0.2
Tl 8.25 0.17 6.25 0.22
Tc 12 0.22 12.25 0.30
St 9.75 0.22 9 0.22
Sa 5.5 0.12 4 0.12
Si 2.75 0.05 2.5 0.07
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Anexo 5. ANOVA, de Crecimiento radial de las pruebas in vitro.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 4 9 2,25 0,25
Fila 2 4 6,8 7] 01
Fila 3 4 12 3 0,006667
Fila 4 4 14,6 3,65 0,056667

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad  Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 8,74 3 2,913333333 28,19355 1,02E-05 3,490294819
Dentro de los grupos 1,24 12 0,103333333
Total 9,98 15
Ftab>Fcal Acepto HO
Fcal>Ftab Acepto H1

HO: STa=STh=STl=SCr
H1: las medias son diferentes

Anexo 6. ANOVA, porcentaje de inhibicion del crecimiento PIC (%).

HO: STa=STh=STI=SCr

H1: las medias son diferentes

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Ftab>Fcal Acepto HO
Fila 1 4 300 75 30,864198Fcal>Ftab Acepto H1
Fila 2 4 324,4444444 81,11111111  12,345679
Fila3 a4 266,6666667 66,66666667 0,8230453
Fila 4 4 237,7777778 59,44444444  6,9958848

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1079,012346 3 359,6707819 28,193548 1,01984E-05 3,490294819
Dentro de los grupos 153,0864198 12 12,75720165

Total 1232,098765 15



Anexo 7. Calculo de distribucion de Frecuencias para la evaluacion de severidad de S.
sclerotiorum en plantas de lechuga en condiciones de invernadero.

Clases marca Frecuencia F.Acumulada % frecuencia % acumulado
1 2 1,5 20 20 0,714285714 71,43%
2 3 25 5 25 0,178571429 89,29%
3 4 3,5 0 25 0 89,29%
4 5 4,5 0 25 0 89,29%
5 6 5.5 0 25 0 89,29%
6 7 6,5 3 28 0,107142857 100,00%

Anexo 8. ANOVA desarrollo del peso fresco de la parte foliar, plantas de lechuga.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila1 4 28 7 65,33333333 HO: Ta=Th=Tl=Tc=St=Sa=Si
Fila 2 4 20 5 34 H1: las medias son diferentes
Fila3 4 33 8,25 30,91666667
Fila4 4 48 12 22,66666667
Fila5 4 39 9,75 46,91666667 Ftab>Fcal Acepto HO
Fila6 4 22 5,5 43 Fcal>Ftab Acepto H1
Fila7 4 1 2,75 30,25
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Promedio de los Valor critico para

variaciones Suma de cuadrados  Grados de libertad cuadrados i Probabilidad F
Entre grupos 232,8571429 6 38,80952381 0,994812328 0,454251193 2,572711641
Dentro de los
grupos 819,25 21 39,01190476
Total 1052,107143 27
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Anexo 9. ANOVA desarrollo del peso fresco de la parte radicular, plantas de lechuga.

Anélisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza HO: Ta=Th=TI=Tc=St=Sa=Si
Fila 1 4 15 3,75 26,91666667 H1: la medias son diferentes
Fila 2 4 17 4,25 24,25
Fila 3 4 25 6,25 21,58333333
Fila 4 4 49 12,25 33,58333333 Ftab>Fcal Acepto HO
Fila 5 4 36 9 40,66666667 Fcal>Ftab Acepto H1
Fila 6 4 16 4 22
Fila 7 4 10 2,5 25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Promedio de los
variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 290 6 48,33333333 1,743986254  0,160068052 2,572711641
Dentro de los
grupos 582 21 27,71428571
Total 872 27
Anexo 10. ANOVA desarrollo del peso seco de la parte foliar, plantas de lechuga.
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza HO: Ta=Th=TI=Tc=St=Sa=Si
Fila 1 4 0,4 0,1 0,02 H1: las medias son diferentes
Fila 2 4 03 0,075 0,009166667
Fila 3 4 0,7 0,175 0,015833333
Fila 4 4 0,91 0,2275 0,021025 Ftab>Fcal Acepto HO
Fila 5 4 0,9 0,225 0,029166667 Fcal>Ftab Acepto H1
Fila 6 4 0,5 0,125 0,0225
Fila 7 4 0,2 0,05 0,01
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Origen de las Grados de los
variaciones Suma de cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0,121021429 6 0,0201702 1,105723422  0,3919423 2,572711641
Dentro de los grupos 0,383075 21 0,0182417
Total 0,504096429 27
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Anexo 11. ANOVA desarrollo del peso seco de la parte radicular, plantas de lechuga.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta
Fila 1
Fila2
Fila3
Fila4
Fila5

Fila&

ENE N N NN S

Fila7

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados

Entre grupos 0,131521429
Dentro de los grupos 0,831575

Total 0,963096429

Suma
0,7
0,8
0,9
1,21
0,9
0,5

0,3

Grados de
libertad

6
21

27

Promedio
0,175
0,2
0,225
0,3025
0,225
0,125

0,075

Promedio de
los cuadrados

0,0219202
0,0395988

Varianza

0,055833333
0,053333333
0,029166667

0,064691667
0,029166667
0,0225
0,0225
Probabilidad
0,553558007 0,7618338

HO: Ta=Th=TI=Tc=St=Sa=Si

H1: las medias son diferentes

Ftab>Fcal
Fcal>Ftab

Valor critico para F

2,572711641

Acepto HO
Acepto H1
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