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Resumen

El objetivo de este trabajo fue: evaluar el efecto de dos cepas de Trichoderma sp., aplicaciones de
acido salicilico y su combinacién para el control de S. sclerotiorum y su efecto en el desarrollo y
crecimiento de plantas de lechuga en condiciones de invernaculo. Los ensayos se llevaron a cabo en
un invernaculo experimental. Se usaron semillas de lechuga de la variedad “Gallega”. Se realizaron 18
tratamientos con 10 plantas cada uno. Los 9 primeros se enmarcaron dentro de un escenario de
AUSENCIA del patdgeno para determinar el efecto de los diferentes tratamientos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas teniendo en cuenta los posibles efectos positivos de Trichoderma sp., acido
salicilico y su combinacién en el peso seco, fresco y contenido de clorofila, mientras que los
tratamientos del 10-19 se implementaron en PRESENCIA del agente patégeno para determinar la
eficiencia de los tratamientos en el control de la podredumbre del cuello. Solo se observaron diferencias
significativas en el peso fresco de las plantas en los tratamientos con Trichoderma (Tri 22) y con
aplicacién de AS 200 uM. Se observo, ademas, que el tratamiento de 10 yM de AS y lacepa 22 de T.
harzianum mostraron los menores valores de incidencia y severidad de la enfermedad a los 14ddi.
Teniendo en cuenta estos resultados, se necesitan futuros ensayos para corroborar el efecto de la
combinacion de T. harzianum y acido salicilico en la resistencia sistémica inducida, para el manejo
integrado de Sclerotinia sclerotiorum.

Palabras claves: Control biolégico, manejo de enfermedades, biofertilizantes, rendimiento, cultivos
horticolas.

Abstract

The objective of this work was: to evaluate the effect of two strains of Trichoderma sp., applications of
salicylic acid and its combination for the control of Sclerotinia sclerotiorum and its effect on the
development and growth of lettuce plants under greenhouse conditions. The trials were carried out in
an experimental greenhouse. Lettuce seeds of the “Gallega” variety were used. 18 treatments were
carried out with 10 plants each. The first 9 were framed within a scenario of ABSENCE of the pathogen
to determine the effect of the different treatments on the growth and development of the plants taking
into account the possible positive effects of Trichoderma sp., salicylic acid and their combination on the
dry weight, fresh and chlorophyll content, while the 10-198 treatments were implemented in the
PRESENCE of the pathogenic agent to determine the efficiency of the treatments in controlling neck
rot. Significant differences were only observed in the fresh weight of the plants in the treatments with
Trichoderma (Tri 22) and with the application of 200 uM AS. It was also observed that the treatment of
10 uM of AS and strain 22 of T. harzianum showed the lowest values of incidence and severity of the
disease at 14 days. Taking these results into account, future trials are needed to corroborate the effect
of the combination of T. harzianum and salicylic acid on induced systemic resistance, for the integrated
management of Sclerotinia sclerotiorum.

Keywords: Biological control, disease management, biofertilizers, yield, horticultural crops
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INTRODUCCION

La lechuga (Lactuca sativa L.) en Argentina, es cultivada en casi todo el pais con sus distintas
variedades, en los cinturones verdes de grandes y medianas ciudades (Alcala et al., 2006). Entre los
patégenos mas importantes se destaca Sclerotinia spp. como uno de los mas destructivos y frecuentes,
causando la podredumbre del cuello (An y Mou, 2006). Esta enfermedad se controla mediante la
aplicacién de productos de sintesis quimica como vinclozolin, benomil, iprodione, carbendazin y
procimidone (Viglianchino y Huarte, 2014). Sin embargo, la vida media de estos ingredientes activos es
corta, ya que el producto esta expuesto a la biodegradacién por los microorganismos y a la interaccion
con las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Matheron y Porchas, 2019). Mecatti et al. (2016)
indican que aplicaciones repetidas de fungicidas pueden favorecer la eliminacion de organismos
benéficos al ser pesticidas no selectivos. En muchos casos pueden generar un impacto negativo sobre
el medio ambiente, la biodiversidad, asi como también en la salud sobre los operarios y riesgo de
residuos en el producto consumido (Del Rio et al., 2023)

Dentro del marco de alternativas que se presentan al control quimico, se han logrado importantes
avances en el control biolégico que han permitido identificar mas de 30 especies entre bacterias y
hongos como antagonistas y micoparasitos de Sclerotinia spp. (Smith, 2004). Se ha identificado a
Trichoderma spp., Gliocladium spp. y Coniothyrium minitans como potenciales antagonistas para el
manejo de la enfermedad (Albert et al., 2024).

Varias especies del género Trichoderma, tienen capacidad para formar relaciones estrechas como
es el endofitismo (Hermosa et al., 2012 y Ledn et al., 2018). Estos autores indican que durante la
interaccion planta-Trichoderma, numerosos inductores son liberados por las hifas de Trichoderma sp.
que pueden inducir diferentes tipos de sefales dentro de la planta (ej. por acido salicilico (AS), acido
jasmoénico (AJ) o especies reactivas de oxigeno (EROs)), que desencadena la expresién de proteinas
de defensa. Algunos autores afirman que Trichoderma sp. al igual que otros microorganismos benéficos
pueden activar la resistencia sistémica (Shoresh et al., 2010) a través de la via de sefalizacién AJ/ET
(Hermosa et al., 2012).

Pérez (2014) confirma que plantas tratadas con Trichoderma sp. pueden desencadenar resistencia
sistémica adquirida (RSA) mediada por AS, pero cuando son posteriormente infectadas por un
patdgeno, pueden inducir genes de la ruta del AJ y que desencadenan una respuesta RSI prolongada
en el tiempo, afirmacién que coincide con los resultados del estudio de Hermosa et al. (2012) con
plantas de Arabidopsis y la cepa de Trichoderma atroviride, quienes indican que el pretratamiento con
Trichoderma sp. puede modular la expresién génica dependiente de &cido salicilico durante la
colonizacion de las raices por parte del antagonista, y que posteriormente y durante la infeccién por
agentes patdgenos, se produce la expresion de genes de defensa inducida a través de la via de
transduccion de AJ, causando un aumento progresivo de RSI. Esto sugiere que durante el
establecimiento de la relacion simbidtica muy posiblemente Trichoderma sp. sea reconocido como
patégeno; Ramirez et al. (2014) observéd que durante las primeras horas de la interaccion se produce
un aumento en las defensas mediadas por acido salicilico (AS) con el fin de confinar al hongo
antagonista en el espacio apoplastico impidiendo su entrada en el sistema vascular.

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue: evaluar el efecto de dos cepas de Trichoderma sp.
(Tri 15 y Tri 22), aplicaciones de acido salicilico (10 y 200uM) y su combinacion, para el control de
Sclerotinia sclerotiorum y su efecto en el desarrollo y crecimiento de plantas de lechuga en condiciones
de invernaculo.

METODOLOGIA

Los ensayos se llevaron a cabo en los invernaculos del Centro de Investigaciones de Fitopatologia
(CIDEFI) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata
(UNLP). Se usaron semillas de lechuga sin tratar (sin aplicaciones de insecticidas y/o fungicidas) de la
variedad “Gallega de invierno”, las cuales fueron pre germinadas en cajas de Petri, con papel de filtro
humedecido y mantenidas en condiciones de oscuridad y temperatura de 20°C durante 36 horas.
Posterior a la emergencia de la radicula fueron trasplantadas en bandejas de germinacién de 162
alveolos usando como sustrato turba Hi-Soil®. Una vez que las plantas presentaron 4 hojas verdaderas
fueron trasplantadas en macetas de 864 cm? con el mismo sustrato. Se aplico riego con agua corriente
cada tres dias (100 ml por maceta) y fertirriego una vez por semana (100 ml por maceta de solucién
fertilizante la cual fue preparada disolviendo 2,5g de Basfoliar 25-10-17® SP en un litro de agua).

Se usaron los dos aislamientos de Trichoderma sp. (Tri15 y Tri22) que presentaron los mejores
resultados en ensayos “in vitro” de cultivos pareados Trichoderma spp vs S. slcerotiorum (Galvis, 2021).
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Se realizaron 18 tratamientos con 10 plantas cada uno. Los 9 primeros se enmarcaron dentro de un
escenario de AUSENCIA del patégeno para determinar el efecto de los diferentes tratamientos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas de lechuga teniendo en cuenta los posibles efectos positivos de
Trichoderma, acido salicilico y su combinacién en el peso seco, fresco y contenido de clorofila de las
plantas (Tabla 1), mientras que los tratamientos del 10-19 se implementaron en PRESENCIA del agente
patdgeno para determinar la eficiencia de cada uno de los tratamientos en el control de la podredumbre
del cuello.

TABLA 1

Descripcion de tratamientos.
Tratamiento En AUSENCIA del patégeno
T Testigo Absoluto
T2 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri15
T3 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri22
T4 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 10uM
T5 Aplicacién de Acido Salicilico (AS) 200 p
T6 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri15 y AS 10uM
7 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri15 y AS 200uM
T8 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri22 y AS 10uM
T9 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri22 y AS 200uM
Tratamiento En PRESENCIA del patégeno
T10 Testigo Absoluto
T Testigo Relativo
T12 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri15
T13 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri22
T14 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 10 uM
T15 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 200 pM
T16 Aplicacién de Trichoderma sp. Tri15 y AS 10uM
T17 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri1s y AS 200 pM
T18 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri22 y AS 10 uyM
T19 Aplicacion de Trichoderma sp. Tri22 y AS 200uM

Las aplicaciones de AS y las diferentes cepas del hongo antagdnico se realizaron una semana antes
del trasplante (7 dias); para los tratamientos combinados, primero se hizo la aplicacion del acido
salicilico y 6 horas después las aplicaciones de los aislados de Trichoderma seleccionados (Tri15 y
Tri22).

La aplicacion de acido salicilico fue dirigida al follaje (aplicacién foliar) en dosis de 10 uM y 200 yM
con atomizador hasta punto de goteo. En un ensayo previo se probaron otras concentraciones, de 1
hasta 1000 uM y se decidié usar las concentraciones mencionadas porque las plantas de lechuga
crecian mejor (dato no mostrado). Trichoderma sp y el &cido salicilico se aplicaron una sola vez durante
el ensayo.

La preparacion de la suspension de conidios de las dos cepas de Trichoderma sp., se llevo a cabo
segun (Rolleri et al., 2021) Se tomaron 2 ml de la suspensién y se aplicaron de forma individual en cada
alveolo de la bandeja de germinacién donde se encontraban establecidas las plantulas de lechuga una
semana antes del trasplante.

Para la inoculacién del agente patégeno Sclerotinia sclerotiorum, se tomaron 10 plantas, a las cuales
se les incorpord un disco de micelio de 5 mm, el cual fue colocado 0,5 cm de la planta y 0,5 cm de
profundidad (Tassara et al., 1998) (Fig. 1 Ay B) (Tratamientos del 10 al 19). La inoculacién se realizé
8 dias después del trasplante (32 dias después de siembra) y 15 dias posterior a la aplicacion de los
tratamientos, siguiendo la técnica Stazzonelli et al. (2017).
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FIGURA 1
A) Inoculacién de Sclerotinia sclerotiorum y B) establecimiento del ensayo.

Ademas, se midié la cantidad de clorofila con un medidor de clorofila Minolta® SPAD 502. Las
lecturas fueron tomadas en todas las plantas, especificamente en el tercio medio y sobre la lamina foliar
de la hoja numero 5 y 6. Las observaciones se realizaron una vez por semana después de iniciados los
tratamientos hasta la cosecha (6 evaluaciones)

La cuantificacion de clorofila y las mediciones de Incidencia se realizaron cada 7 dias después de
la inoculacién. Se realizaron dos ensayos independientes y consecutivos con los mismos tratamientos,
donde se evaluaron las mismas variables con el fin de validar los resultados en los ensayos. Estos
ensayos se denominaron Ay B.

Se tomaron los pesos frescos y secos de la totalidad de las plantas en los diferentes tratamientos
(10 plantas individuales). Las plantas fueron muestreadas cuando mas del 50% de las plantas se
encontraban en el punto de cosecha (48 dias después de trasplante). Para el peso seco, las muestras
fueron sometidas a estufa de aire forzado durante 48 horas con temperatura de 70°C o hasta que el
peso de las mismas fuera constante usando balanza digital

Para la evaluacioén de la incidencia de la enfermedad, se realizoé el recuento del nimero de individuos
que presentaron los sintomas asociados a la enfermedad y se tuvo en cuenta el nUmero total de plantas
muestreadas. Con estos datos se utilizé la siguiente relacion en cada uno de los tratamientos (Arias et
al., 2007):

Numero de plantas afectadas por la enfermedad

Incidencia = * 100
Numero total de plantas muestreadas

Los valores de incidencia fueron transformados para su analisis teniendo en cuenta las
recomendaciones de McCune y Grace (2002), quienes indican que para los valores expresados en
porcentaje la transformaciéon mas recurrente y apropiada es el arcoseno de la raiz cuadrada del valor.

Para evaluar la severidad en tallo se midio i) el tamafo de la lesidon con ayuda de un medidor pie de
Rey, ii) el porcentaje de cobertura de la lesién en tallo, tomando como 100% su circunferencia v iii) el
diametro del tallo. Con esta informacién se calcul6 el area de la lesion en cm 2, para esto se usé la
férmula propuesta por Chabur (2012):

Porcentaje de la lesion (%) * Diametro del tallo (cm)
100

Severidad = logirud de la lesion (cm) *

Mediante este calculo se determina el area de la lesién en el tallo teniendo en cuenta la longitud,
cobertura y diametro del tallo.

ANALISIS ESTADISTICO
Para todos los ensayos, los datos fueron analizados con un disefio completamente al azar (DCA),
mediante una ANOVA y con prueba de comparacion de medias Tukey. Se usaron 10 repeticiones por
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cada tratamiento en los ensayos con ausencia (tratamientos del 1 al 9) y presencia (tratamientos del
10 al 19) del patégeno.

RESULTADOS

PESO FRESCO (PF) Y SECO (PS) DE HOJAS (RENDIMIENTO): ENSAYOS AY B

Se evidenciaron diferencias significativas solo en la variable del peso fresco en los ensayos Ay B
(p-value<0,01). Segun la prueba de Tukey, los tratamientos T3 (Tri 22) y T5 (AS 200 yuM) fueron
superiores estadisticamente con valores de 39,40 y 41,35 y 44,78 y 46,12 para ensayos A y B
respectivamente (Tabla 2), mientras que los valores mas bajos fueron registrados en los tratamientos
T6 y T7 que corresponden a la aplicacion de T. harzianum cepa 15 con ambas dosis de AS (10 y 200
MM). Por otro lado, el tratamiento testigo, fue igual estadisticamente a los tratamientos T2, T4, T8 y T9
en el ensayo A y B para esta variable (peso fresco).

En lo que respecta al peso seco no hubo efecto de la aplicacion de los aislados de Trichoderma sp.,
ni hubo efecto de la aplicacién de las dos dosis de AS, ni tampoco en las aplicaciones combinadas de
las cepas de Trichoderma sp. y diferentes dosis de AS. Por lo que los tratamientos no se diferenciaron
estadisticamente del testigo absoluto sin aplicacién.

TABLA 2
Datos de peso fresco y seco obtenidos en las plantas sometidas a los diferentes tratamientos en los
ensayos A y B. En cada columna los valores con diferentes letras representan diferencias
significativas (p<0,05) entre ellos, segun prueba de Tukey. Referencias: Tri: Trichoderma sp.; AS:
Acido salicilico; uM: micromolar. Para cada parametro, valores seguidos con la misma letra no
difieren estadisticamente entre si.

Ensayo A Ensayo B
Peso fresco Pesoseco Pesofresco Peso seco

Tratamiento Descripcion () () (@ (@)

T Testigo Absoluto 3840 b 451 a 40,00 b 48 a
T2 Tri 15 3760 b 479 a 38,07 b 494 a
T3 Tri 22 3940 a 482 a 4478 a 507 a
T4 AS 10 pM 3867 b 490 a 40,68 b 483 a
T5 AS 200 pM 41,35 a 486 a 46,12 a 5,09 a
T6 Tri 15 + AS 10pMm 36,60 c 422 a 3567 c 463 a
T7 Tri 15 + AS 200uM 3440 c 422 a 36,28 ¢ 477 a
T8 Tri22 + AS 10pM 36,90 b 437 a 38,12 b 484 a
T9 Tri 22 + AS 200uM 36,65 cb 424 a 3952 b 483 a

Cuantificacion del contenido de clorofila: Ensayo A

Los resultados muestran que no existe efecto de la aplicacion de los aislados de Trichoderma spp.
ni de la aplicacion de AS ni de la combinacién de ambos sobre el contenido de clorofila en las hojas al
inicio y final de la investigacion. Las diferencias significativas se concentraron en las observaciones
realizadas a los 14 y 21 ddi de la hoja 5 (p-value<0,05 para ambas lecturas). A los 14 ddi, los menores
valores se obtuvieron en los tratamientos T7 (19,540) y T9 (19,730) quienes son iguales
estadisticamente segun la prueba Tukey. Mientras que a los 21 ddi, solo el tratamiento T9 (23,660)
presenté el menor valor en comparacion al resto de los tratamientos, quienes fueron estadisticamente
iguales. Para la hoja numero 6, se evidenciaron diferencias significativas en la observacion 3 (21ddi)
(p-value<0,05)) donde el mejor tratamiento fue T5 (29,690) quien fue superior estadisticamente a todos
los tratamientos, cuyos valores oscilaron entre 27,050 y 28,150. Para las observaciones posteriores
(28, 35 y 42 ddi) de ambas hojas los tratamientos fueron iguales estadisticamente entre si (Tabla 3).
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TABLA 3
Contenido de clorofila en las hojas 5 y 6 de las plantas sometidas a los diferentes tratamientos en los
ensayos A y B. En cada columna los valores seguidos con la misma letra no presentan diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) segun prueba de Tukey. Referencias: Tri: Trichoderma sp.; AS:
Acido salicilico; uM: micromolar. Para cada dia de evaluacion (ddi) valores segquidos por la misma
letra no difieren estadisticamente entre si.

Contenido de clorofilas (hoja 5)

Trat Descripcion 7ddi 14ddi 21ddi 28 ddi 35 ddi 42 ddi
T T. Absoluto 18,790 a 20550 ab 26,770 b 25,120 a 23,110 a 13,360 a
T2 Tri15 17,880 a 21,520 b 25740 b 25350 a 23130 a 12,025 a
T3 Tri 22 17,260 a 21,230 b 25580 b 22980 a 23510 a 13,780 a
T4 AS 10pM 16,150 a 20850 b 24950 ab 24840 a 22730 a 13,563 a
T5 AS 200pM 18,550 a 21,010 b 25980 b 25950 a 25030 a 15,780 a
T6 Tri 15+AS 10pM 20,050 a 20770 b 25770 b 25030 a 22740 a 15,040 a
T7 Tri 15+AS 200uM 20,000 a 19,540 a 25810 b 25210 a 22900 a 11,710 a
T8 Tri 22+AS 10pM 18,710 a 22410 b 26430 b 26140 a 23450 a 11,960 a
T9 Tri 22+AS 200uM 18,220 a 19730 a 23660 a 23800 a 22220 a 13,970 a
Contenido de clorofilas (hoja 6)
Trat Descripcion 14 ddi 21 ddi3 28 ddi 35 ddi 42 ddi
T1  T. Absoluto 19990 a 27230 a 26330 a 24180 a 15080 a
T2 Tri15 20330 a 27510 a 26170 a 24770 a 13790 a
T3 Tri22 19,860 a 27,740 a 26050 a 23930 a 16200 a
T4  AS 10pM 19,840 a 27,050 a 25160 a 23640 a 14760 a
T5  AS200pM 20940 a 29690 a 27110 a 25690 a 17800 a
T6  Tri15+ AS 10uM 21880 a 28060 a 25420 a 23010 a 18430 a
T7  Tri 15+AS 200uM 23420 a 27650 a 25980 a 24590 a 15480 a
T8  Tri22 +AS 10uM 21730 a 28150 ab 26690 a 24230 a 16860 a
T9  Tri22+ AS 200uM 19300 a 27250 a 25930 a 23130 a 17150 a

INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD: ENSAYOS AYB

En el ensayo A (primer afio), se observé que todas las plantas presentaron lesiones causadas por
el patégeno, independientemente del tratamiento, alcanzando un 100% de incidencia a los 23 dias
después de la inoculacién (ddi). Sin embargo, el tratamiento T4 (Tri22) mostré el menor valor para el
mismo momento de evaluacién (23ddi), con una incidencia del 80%

En el ensayo B, la incidencia también alcanzé el 100%, pero este valor se obtuvo después de 28
ddi, a diferencia del ensayo A. (figura 2 ay b).

En lo que respecta a los tratamientos, ninguno controlé de manera efectiva la infeccion después de
los 23 ddi y 28 ddi en el ensayo A y B respectivamente, pero antes de este periodo se vio un
comportamiento diferencial.

SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD: ENSAYOSAYB

En los ensayos A y B, se observaron diferencias significativas en la severidad de la enfermedad
evaluada a lo largo del tiempo. En el ensayo A, se registraron diferencias desde los 7 hasta los 42 dias
después de la inoculacion (ddi), con un aumento progresivo de los valores de severidad. Al final del
experimento, la mayoria de los tratamientos mostraron valores estadisticamente similares entre 1,370
y 2,444 cm?2. El tratamiento mas efectivo fue Trichoderma sp. cepa 22 (T13) con un valor de severidad
de 0,920 cm? cm seguido por el Testigo Absoluto con un valor de 0,000. En contraste, el Testigo
Relativo exhibié la severidad mas alta con un valor de 3,692 cm?2.(Figura 3a) Por otro lado, en el ensayo
B se observaron diferencias significativas desde los 14 hasta los 42 ddi. En la cosecha (45 ddi), las
aplicaciones individuales tanto de acido salicilico (AS) como de Trichoderma sp., junto con la
combinacion Tri 22 + AS 10 uM, mostraron valores estadisticamente similares entre 0,900 y 1,395 cm?2.
Las combinaciones Tri 22 + AS 200 pM, Tri 22 + AS 10 uyM, Tri 15+ AS 10 uM y Tri 15 + AS 200 M
presentaron valores entre 1,454 y 1,761 cm?, que fueron estadisticamente similares y superiores al
Testigo Relativo con un valor de 2,157 cm? (figura 2b).
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FIGURA 2
A: Curva de progreso de la incidencia de Sclerotinia sclerotiorum en las plantas de lechuga en los
distintos tratamientos. Ensayo A: primer afio. B: Curva de progreso de la incidencia de Sclerotinia
sclerotiorum en las plantas de lechuga en los distintos tratamientos. Ensayo B: segundo afio de
ensayo.
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FIGURA 3

A: Curva de progreso de la severidad de Sclerotinia sclerotiorum en las plantas de lechuga en los
distintos tratamientos. Ensayo A, primer afio. B: Curva de progreso de la severidad de Sclerotinia
Sclerotiorum en las plantas de lechuga en los distintos tratamientos. Ensayo B: segundo afio de
ensayo.
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DISCUSION

Existen numerosas experiencias que reportan los beneficios de Trichoderma sp en el aumento del
rendimiento o en algunos de sus componentes. En este sentido. nuestros resultados coinciden con las
observaciones de Akbudak y Basay (2013), quienes evidenciaron diferencias significativas en el
rendimiento entre plantas de lechuga sometidas a aplicaciones de T. harzianum (23,74 g) y las plantas
control (15,37 g). Referido a esto, los resultados de esta investigacion muestran que la cepa 22 de
Trichoderma sp. tiene un efecto positivo sobre la variable rendimiento (peso fresco) cuando es aplicado
de forma individual y podria favorecer el contenido de agua en las plantas de lechuga al presentar un
valor significativo y superior en el peso fresco respecto a la cepa 15 y testigo. Por otra parte, Jamal et
al. (2016) reportan efectos positivos adicionales en el crecimiento y desarrollo de las plantas tras la
incorporacion de Trichoderma sp., asociados a mejoras en la nutricion vegetal, produccion de
metabolitos secundarios y hormonas

En lo que respecta a la aplicacion individual de AS (T4: 10 uM y T5: 200 uM), el aumento en el
rendimiento del tratamiento T5 respecto al testigo se debe, posiblemente, a la influencia positiva sobre
la eficiencia en el uso del agua y a la conductancia estomatica (El-Khalla et al., 2009), las cuales podrian
explicar el mayor valor en el peso fresco. En lo que respecta al peso seco, las dosis utilizadas no
aumentaron estadisticamente la acumulacién de materia seca respecto al testigo a pesar de que existen
trabajos referidos a los efectos en los diferentes procesos fisiolégicos y metabdlicos de la planta
(Uzunova y Popova, 2000; El-Khalla et al., 2009). Del mismo modo la combinacion Trichoderma spp. y
AS tampoco favorece estadisticamente el crecimiento y desarrollo (peso fresco y seco) de las plantas
de lechuga en estas condiciones ya que la combinacién arrojo valores inferiores estadisticamente a los
tratamientos aplicacion individual de AS en concentracion 200 uM y a la aplicacién de la cepa 22 de
Trichoderma sp. respectivamente, e igual estadisticamente al tratamiento testigo. Para las
combinaciones de Trichoderma sp. cepa 15 con las diferentes dosis de AS se observa un efecto
negativo sobre la variable peso fresco con valores inferiores estadisticamente al testigo en ambos
ensayos (A y B). La disminucidon del rendimiento en los tratamientos que involucran combinaciones (T6
y T7) respecto a las aplicaciones individuales (T2, T4 y T5) podria deberse al posible efecto antagénico
de las hormonas de crecimiento que son sintetizadas por las plantas, ya que causaria alteraciones a
nivel hormonal en la planta, lo que explicaria los bajos valores en el peso fresco de las plantas en las
mezclas con Trichoderma sp. Tri15 (A y B). De acuerdo con Hermosa et al., (2012) la auxina mediada
por Trichoderma sp. (IAA) también contribuye a antagonizar la sefializacion del &cido salicilico (AS) en
la planta, mientras que Wang et al. (2007), demostraron que plantas que sobreproducen la molécula
de sefal de defensa AS con frecuencia tienen fenotipos morfolégicos que recuerdan a los mutantes
deficientes en auxinas. Por esta razon, la aplicaciéon de AS causa represion global de genes
relacionados con auxinas, lo que resulta en la inhibicién de sus respuestas, por lo que es posible que
AS y la sefalizacion de auxinas sean mutuamente antagoénicas (An y Mou, 2011). La respuesta
diferencial entre las cepas de Trichoderma sp. y AS varia segun las combinaciones especie/cepa del
microorganismo y al producto fitosanitario evaluado (inductor de resistencia) (Martinez et al., 2013).

A pesar de que en este trabajo no se evidenciaron efectos positivos en el contenido de clorofila
expresado en unidades SAPD después de la implementacién de los tratamientos, existen reportes en
diferentes especies vegetales que exponen la relacion positiva entre inoculaciones de diferentes cepas
de Trichoderma sp. y el contenido de clorofila; Moya (2016) encontré que plantas de cebada tratadas
con Trichoderma sp. presentan cierta tendencia hacia valores mas altos de unidades SPAD respecto
al testigo, afirmacién que coincide con los resultados de Harman (2006) quien aplicé T. harzianum en
plantas de maiz

En lo que respecta al AS, Hayat et al. (2005) han reportado que el contenido de clorofila se mejoro
significativamente en las plantulas de trigo, obtenidas de los granos pretratados con menor
concentracion (1x10-5M) (10uM) de AS, mientras que las concentraciones mas altas no demostraron
ser beneficiosas. Del mismo modo, Habibi y Vazir (2017), indican que a baja concentracién de AS (0,5
mM= 500uM) hay un aumento significativo en el contenido de clorofila b y de carotenoides en plantas
de cebada respecto al tratamiento testigo, lo que ayudé a mantener una alta actividad de fotosintesis
en las plantas tratadas. En esta investigacién solo se pudo evidenciar el efecto positivo de AS en la
hoja 6 durante la tercera observacion (21 ddi) donde a la dosis de 200 uM de AS se obtuvo el mejor
valor diferencidndose del resto de los tratamientos.

En cuanto a las aplicaciones combinadas, Jiménez et al. (2012) encontr6 que la mezcla o
combinacion de T. koningiopsis + Bion® (Acibenzolar-S-Metil), aumenta el contenido de clorofila, peso
fresco y seco, asi como la altura de las plantas de ajo en comparacion a los tratamientos aplicados de
forma independiente. Estos resultados difieren a lo evidenciado en esta investigacion ya que en la hoja
5 en las evaluaciones a los 14 ddi y 21 ddi, la mezcla de Tri 15y AS 200 uM presentaron los menores
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valores en ambas observaciones y la combinacién de Tri 22 y AS 200 uM fue quien registro el menor
valor a los 21 ddi. Este comportamiento puede atribuirse a alta variabilidad en los datos y/o error
experimental, por tal motivo no se puede demostrar de forma clara el efecto positivo de las aplicaciones
de las cepas de Trichoderma sp. y AS sobre el contenido de clorofila en plantas. Por tal motivo es
necesario mayor profundidad en el tema para esclarecer como se ven afectados los procesos
metabdlicos que participan en el aumento de esta variable cuando los tratamientos se aplican de
manera conjunta.

Los resultados de la severidad de la enfermedad observados en los dos afios de ensayo pueden
atribuirse a condiciones climaticas adversas en el ensayo B, las cuales podrian haber afectado el
desarrollo del patdgeno, segun lo indicado por Saharan y Mehta (2008). Los sintomas observados
coincidieron con reportes anteriores de pérdida de turgencia, amarillamiento, necrosis, y la formacion
de micelio blanco y esclerocios en plantas con alta severidad, principalmente en el Testigo Relativo.
Las diferencias estadisticas pueden atribuirse al efecto de los tratamientos sobre el desarrollo del
patégeno en el tejido vegetal, posiblemente mediado por la generacion de resistencia sistémica
adquirida (RSA) o inducida (RSI), segun discuten Ojaghian et al. (2013) y Yadav et al. (2017). En cuanto
a Trichoderma sp, investigaciones como las de Vos et al. (2014) sugieren que puede inducir resistencia
sistémica indirecta (RSI), lo cual podria explicar por qué el tratamiento T13 (Trichoderma cepa 22)
mostré el menor valor de severidad en el ensayo A. Respecto a las aplicaciones combinadas de acido
salicilico (AS) y Trichoderma spp. fueron menos efectivas que la aplicacion individual de Trichoderma
sp. para reducir las lesiones causadas por la enfermedad evaluada. En el ensayo A, estas
combinaciones no mostraron diferencias significativas en comparacién con las aplicaciones
independientes de AS. Sin embargo, en el ensayo B, aunque las combinaciones fueron superiores al
testigo absoluto, no lograron controlar la enfermedad tan eficazmente como Trichoderma sp.
individualmente.

En cuanto a la incidencia de la enfermedad, los resultados muestran que la posible respuesta de
resistencia impulsadas o mediadas por AS (RSA) no impiden la colonizacion del tejido vegetal por parte
del patdégeno, ya que las plantas tratadas con 10 y 200 uM de AS alcanzaron valores de 100% después
de los 23ddi en ambos ensayos (A y B). Se puede observar que el tratamiento de 10 uM de AS (T5) y
la cepa 22 de T. harzianum (T4) obtuvieron los menores valores de incidencia en el ensayo A a los
14ddi.

Por lo antes dicho, se necesitan futuros ensayos para corroborar el efecto de la resistencia sistémica
adquirida e inducida y la interaccion con Trichoderma spp. para el manejo integrado de esta
enfermedad.

.CONCLUSIONES

El tratamiento T.harzianum Tri 22 y AS 200uM incremento en peso fresco en lechuga, pero no tuvo
efecto en el peso seco, ni en el contenido de clorofila. En lo que respecta al peso seco no hubo efecto
de la aplicacién de Trichoderma sp., ni hubo efecto de la aplicacion de las dos dosis de AS, ni tampoco
en las aplicaciones combinadas. Lo mismo ocurri6 respecto al contenido de clorofila en las hojas.

Por otra parte, en algunos casos los tratamientos estudiados retrasaron la incidencia de la
enfermedad y en otros casi no tuvieron efecto, mientras que todos los tratamientos redujeron la
severidad respecto del testigo relativo. Sin embargo no alcanzaron a controlar completamente la
enfermedad) Respecto a la incidencia y severidad de la enfermedad, el tratamiento mas efectivo fue
T.harzianum . cepa 22. si bien no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

Se necesitan futuros ensayos para corroborar el efecto de la resistencia sistémica, adquirida e
inducida, y la interaccién con Trichoderma harzianum. para el manejo integrado de Sclerotinia
sclerotiorum.
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