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RESUMEN

El Control Biolégico surge como una alternativa que cada vez toma mayor
relevancia en el ambito productivo. Al ser Trichoderma spp. un habitante comun
del suelo, ha demostrado poseer una alta capacidad para reducir las
infecciones causadas por un amplio rango de patogenos. En lechuga, se ha
comprobado que cepas de Trichoderma harzianum y otras especies del género
son capaces de incrementar el crecimiento de las plantas, la aplicacion de T.
harzianum y T. viridae sumado a Bacillus subtilis incrementa el desarrollo de

raices y peso aéreo.

Se propone en la presente investigacion utilizar cepas nativas de T. harzianum
y evaluar su efecto en un invernaculo comercial con la finalidad de que a futuro
pueda desarrollarse una alternativa de manejo amigable con el ambiente que
mejore las condiciones sanitarias de las plantas de lechuga, como asi también,

su rendimiento.



El objetivo general fue Evaluar la efectividad de un biofungicida a base de T.
harzianum sobre la sanidad y el rendimiento de plantas de lechuga en

invernadero.

La cepa se obtuvo de una coleccion de cepas perteneciente a la coleccion del
Centro de Investigaciones de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata (CIDEFI), caracterizada y
evaluada por su capacidad biocontroladora. La cepa utilizada fue Thbcc
proveniente de la zona horticola platense, aislada desde suelo.

Al momento de la cosecha, se determind la acumulacion de materia seca de las
plantas de lechuga mediante muestreos destructivos (peso fresco de hojas y
raiz) en 10 puntos de muestreo en cada uno de los tratamientos. Los
parametros de rendimiento considerados fueron el numero de hojas y el largo y
ancho de las 3 primeras hojas. Los mismos fueron evaluados mediante ANOVA
y comparacion de medias utilizando el test de Tuckey (P<0.05).

Los resultados obtenidos en relacién a los parametros de rendimiento no
expresaron diferencias significativas entre los tratamientos ensayados. Aun asi,
se observo un incremento en los tratamientos donde se habia incorporado T.
harzianum al sustrato de la plantinera. El tratamiento tratado con 30% de
concentracion del hongo mostré una media superior en relacién al numero de
hojas y peso fresco en el momento de la cosecha. Si bien segun el test de
significancia de Tukey no hubo diferencias significativas, se advirti6 una

tendencia a un aumento en los parametros de rendimiento

Con respecto al comportamiento de la poblaciéon de T. harzianum durante el
ciclo del cultivo, se observo que el crecimiento poblacional fue muy marcado

entre el tratamiento al 30% en comparacion a los otros dos.

INTRODUCCION
El cultivo de Lechuga (Lactuca sativa L.) es, dentro de las hortalizas, uno de los

mas importantes a nivel mundial en relacibn a la superficie destinada,
produccion y consumo. La superficie mundial a inicios de la década del 2.000

crecio un 24%, pasando de 840.000 hectareas (ha) a superar el millén para el



afo 2005, con una producciéon mundial de 25.000.000 Ton. Los principales
productores son los paises de elevada densidad poblacional, y el continente
asiatico abarca mas de la mitad de la produccién mundial (Viteri et al., 2013).
Por sus caracteristicas de ser una produccién de hoja, y por lo tanto un
producto perecedero, se debe tener un buen manejo post cosecha, sumado a
un rapido canal de comercializacion y corto tiempo de consumo. El manejo post
cosecha y un transporte con condiciones adecuadas de temperatura y
humedad es de suma importancia en este tipo de producciones. Por este
motivo, la produccién y comercializacion de lechuga es marcadamente regional
y de cercanias a los centros de consumo, orientada en su gran mayoria al
mercado interno. Si se toma en cuenta el mercado internacional de lechuga, la
magnitud en relacion al valor comercial y volumen es baja comparada con otros
productos horticolas ( Viteri et al., 2013).

En Argentina, la lechuga ocupa el tercer lugar dentro de las hortalizas
cultivadas después de la papa y el tomate (Alcala et al., 2006). Tomando en
cuenta la produccién bajo cubierta, se ubica segunda luego del tomate.

Segun estadisticas del INTA, se cultivan aproximadamente 40.000 ha cuyo
90% es bajo cubierta, con un promedio de rendimiento de 10 toneladas.ha’, lo
que hace a una produccién nacional de 400.000 toneladas (t) (Viteri et al.,
2013).

La produccion a nivel nacional se ubica cerca de los centros urbanos, dentro de
los denominados “Cinturones Horticolas”, que son encargados de solventar el
consumo interno de hortalizas. La mayoria de estas se encuentran bajo
produccion de invernaculo, realizando varios ciclos productivos anuales.
Principalmente se producen tres variedades: Crespa, Criolla y Mantecosa.

La provincia de Buenos Aires es las mas relevante, teniendo a los cinturones
horticolas de La Plata y Mar del Plata como principales exponentes (Viteri et
al., 2013).

El Cinturén Horticola Bonaerense abarca un semicirculo imaginario de 100 km
de radio aproximadamente, tomando como centro la Ciudad de Buenos Aires.
Dentro de él se cultivan una gran variedad de hortalizas, y es el responsable de
aportar mas de la mitad a los principales centros urbanos del pais. Es de
destacar la calidad de las mismas, debido a que su sistema productivo es bajo

invernadero, principalmente en el Sur de la region (Garcia 2012; Merchan,



2015). En esta region, que abarca a la ciudad de La Plata se la denomina
Cinturén Horticola Platense (CHP), y es la de mayor relevancia, llegando a
consolidarse como el polo mas importante de produccion horticola y demanda

tecnoldgica, principalmente bajo cubierta.

Segun el Censo Provincial Hortifloricola, el total de lechuga entre crespa, criolla
y mantecosa en toda la region de La Plata (partidos de La Plata, Brandsen,
Magdalena y Punta Indio) ocupa un total de 684,5 ha y abarca una produccion
de 8.727,3 t (Direccion Provincial de Estadistica, 2005.). Dentro del CHP se
distinguen tres modalidades productivas diferenciadas: a.- Horticola a campo o
al aire libre: alrededor del 24 % de la superficie. b.- Horticola en invernaculo y a
campo (mixto): se estima que un 49 % de la superficie. c.- Horticola en

invernaculo: alrededor del 24 % de la superficie (Cieza, 2012.)

El corddn horticola platense es el principal proveedor de hortalizas frescas en
los mercados concentradores de la regién AMBA (Area Metropolitana de
Buenos Aires), Rosario y Cordoba. Solamente en la region AMBA se abastece
de hortalizas frescas a 15 millones de personas. Datos de la Corporacion del
Mercado Central de Buenos Aires reconocido por SENASA ubicado en el
Mercado Central de Buenos Aires evidencian que en los ultimos 2 afos se
vienen encontrando preocupantes niveles de residuos de agroquimicos y la
hortaliza con mayor recurrencia de exceso de agroquimicos es la lechuga.
Segun estudios de la defensoria del pueblo, indican que en la lechuga se
utilizan aproximadamente 30 principios activos como agrotdxicos, donde 13 de
ellos no poseen autorizacion para el cultivo (Defensor del Pueblo de Buenos
Aires, UNLP, 2015). Por otro lado, en otro estudio la lechuga fue caracterizada
como uno de los cultivos con mayor cantidad de residuos no permitidos entre
los cultivos horticolas (Defensoria del Pueblo, INTA, 2015).

La lechuga tiene un ciclo de 70 a 130 dias dependiendo de la variedad o
cultivar (Jackson et al., 1999). Numerosos autores citan consumos de agua
entre 52 mm y 125 mm dependiendo de la época del afio en que se produzca
(Defilipis et al., 2008), condiciones que pueden influenciar de forma dramatica
la incidencia y severidad de enfermedades y las dinamicas poblacionales de

insectos plaga, potenciado por la tecnologia de produccion bajo invernadero.



Numerosas experiencias alrededor del mundo han reportado que la lechuga es
sensible a numerosos agentes patdgenos entre los cuales se destacan, Botrytis
cinerea, Bremia lactucae, Sclerotinia spp. (S. sclerotiorumy S. minor) y algunos
virus como el del mosaico de la lechuga (LMV) y el del bronceado del tomate
(TSWV) (Ferreira y Boyle, 1992; Grube et al., 2003)

Las alternativas disponibles para reducir la presencia de las enfermedades se
enfocan principalmente en el uso de agroquimicos, el uso de técnicas
culturales como desinfeccién de herramientas, remocién de plantas infectadas

y uso de plantines libres de patdégenos.

Actualmente, existe mayor presion social para la busqueda de alternativas de
control mas amigables con el ambiente, buscar y adoptar estrategias que sean
accesibles, sencillas de aplicar y no toxicas para seres humanos y animales
(Naeini et al., 2010). En ese sentido emerge el uso organismos
biocontroladores como Bacillus sp. y Pseudomonas sp. (Scherwinski et al.,
2008) entre otros, sin encontrarse una herramienta eficiente que permita
reducir la incidencia de las enfermedades. A pesar de ello, el Control Biolégico
surge como una alternativa que cada vez toma mayor relevancia en el ambito

productivo.

En este marco, numerosos cientificos estan utilizando aislamientos del género
Trichoderma para el control biolégico de enfermedades en los principales
cultivos de importancia econémica a nivel mundial (Martines et al., 2013;
Infante et al., 2009; Arias et al., 2007; Chaverri et al., 2011; Samuels, 2006). Al
ser un habitante comun del suelo, este hongo ha demostrado poseer una alta
capacidad para reducir las infecciones causadas por un amplio rango de
patdbgenos (Harman et al., 2004). Adicionalmente, dada su versatilidad al
momento de actuar frente a los patdgenos, Trichoderma spp. ofrece un mayor
rango de accion que no ha sido superado facilmente por otros agentes de
control biolégico (Harman et al., 2004; Samuels, 2006).

En lechuga, se ha comprobado que cepas de T. harzianumy otras especies del
género son capaces de incrementar el crecimiento de las plantas (Lynch et al.
1991; Ousley et al.,, 1994) y que la aplicacién de T. harzianum y T. viridae

sumado a Bacillus subtilis incrementa el desarrollo de raices y peso aéreo



(Gagliano et al., 2016). Por estas razones, siendo un habitante natural del suelo
se propone en la presente investigacion utilizar cepas nativas de T. harzianum
y evaluar su efecto en el rendimiento y sanidad de la lechuga en un invernaculo
comercial con la finalidad de que a futuro pueda desarrollarse una alternativa
de manejo amigable con el ambiente que mejore las condiciones sanitarias de

las plantas de lechuga, como asi también, su rendimiento.

Por lo expuesto es que se propone la siguiente Hipotesis:

HIPOTESIS
El uso de Trichoderma harzianum mejora la sanidad y el rendimiento de las

plantas de lechuga.

OBJETIVO GENERAL
- Evaluar la efectividad de un biofungicida a base de Trichoderma

harzianum sobre la sanidad y el rendimiento de plantas de lechuga en

invernadero.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Evaluar la aplicacion de dos concentraciones de un formulado sélido de

T. harzianum para un mejor efecto sobre plantines en un almacigo de
lechuga.

- Evaluar la concentracion de T. harzianum en el suelo luego del
trasplante.

- Evaluar el efecto del biofungicida sobre la sanidad del cultivo y los

parametros de rendimiento.

MATERIALES Y METODOS



Preparacion de Trichoderma harzianum
La cepa de T. harzianum se obtuvo de una coleccion de cepas perteneciente a

la coleccion del Centro de Investigaciones de Fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata
(CIDEFI), caracterizada y evaluada por su capacidad biocontroladora. La cepa
utilizada fue Th5cc proveniente de la zona horticola platense, aislada desde

suelo.

Para su multiplicacion, se preparé en un frasco Erlenmeyer de 250 mL un
medio solido compuesto por arroz y agua (1:1 P/V), que se esterilizd durante
dos dias consecutivos en autoclave. Cada Frasco, se sembré con 5 ml de una
suspension de esporas de T. harzianum de 10’ conidios/mL. Se incubd en
estufa a 25 + - 2°C. Luego de 15 dias, y una vez que el arroz estuvo
completamente colonizado por el hongo fue llevado a camara de flujo laminar,
se ored sobre papel tissué y luego se lo dejo secar. Una vez completamente
seco, se procedid a su molienda con molinillo eléctrico a fines de obtener un
polvo mojable. Como sustrato de crecimiento se utilizé Turba.

Para la infestacion del sustrato de crecimiento de plantines dentro del
invernadero se coloco el polvo en dos concentraciones, 10 y 30% P/P, de polvo
y sustrato de crecimiento de plantines a fin de evaluar la efectividad a cada una
de ellas. Se colocé una semilla de lechuga por celda en bandejas
multimacetas. Para los testigos, se realizé la siembra de semillas de lechuga en
celdas con sustrato sin infestar. Todas las bandejas fueron mantenidas en

invernaculo.

A los 10 dias se transplantaron los plantines de lechuga a un establecimiento
horticola perteneciente al CHP, en la zona de Los Hornos, con produccion bajo

invernadero.

Evaluacion de la poblacion de T. harzianum en el suelo del invernadero de
un Establecimiento productivo de la Zona horticola platense
A los 15 dias del trasplante, se evalud la poblacion de T. harzianum en el suelo

del invernaculo, tanto en el surco donde se trasplantaron las plantas tratadas

con T. harzianum como en los surcos con las plantas testigo (sin tratar). Para



ello, se tomaron muestras de suelo al azar, se llevaron al laboratorio, y se las
dejo secar sobre bandejas de cartén a temperatura ambiente. Luego, fueron
molidas con mortero y se aplicd la técnica del suelo diluido con el medio
selectivo para Trichoderma (TSM) siguiendo la técnica de Elad et al. (1983).

Este proceso fue replicado cada 30 dias a fin de evaluar la concentracion

segun objetivos de la poblacion de T. harzianum en el suelo durante el ensayo.

Evaluacion de parametros de rendimiento.
Al momento de la cosecha, se determind la acumulacion de materia seca de las

plantas de lechuga mediante muestreos destructivos (peso fresco de hojas y
raiz) en 10 puntos de muestreo en cada uno de los tratamientos. Los
parametros de rendimiento que se consideraron fue el numero de hojas y el

largo y ancho de las 3 primeras hojas.

Analisis de los datos

Se evaluaron los parametros de rendimiento mediante ANOVA y comparacion

de medias utilizando el test de Tuckey (P<0.05).

Resultados:

Evaluacion de la poblaciéon de T. harzianum en el suelo del invernadero en

establecimiento productivo de la Zona horticola platense.

Los resultados del recuento de colonias de T. harzianum a los 15 y 30 dias en
el suelo se muestra en la Tabla 1. Se expres6 como unidades formadoras de

colonia por gramo de suelo (ufc/gr).

Tabla 1. Concentracion de Trichoderma harziarum

I T G

Inicio 1.250 Ufc/gr | 1.750 Ufc/gr  5.750 Ufc/gr
15 dias 8.500 Ufc/gr 1 9.500 Ufc/gr | 34.500 Ufc/gr




30 dias 2.500 Ufc/gr | 3.000 Ufc/gr 1 41.500 Ufc/gr

Se pudo observar un aumento en la poblacién de T. harzianum en todos los

tratamientos comparando la primera y segunda fecha de muestreo.

Se puede apreciar el aumento de poblacidén constante en el tratamiento con T.
harzianum incorporada al 30% en el sustrato de la plantinera, mientras que la
concentracion al 10% tuvo un aumento en el crecimiento inicial y

posteriormente una merma, situacion similar al testigo.

La diferencia de la poblacién de T. harzianum en el momento de la cosecha es
significativa entre la situacion testigo eincorporacién al sustrato al 10% (2.500 y
3.000 Ufc/gr) y la concentracion del 30% (41.500 ufc/gr).

Evaluacion de parametros de rendimiento.
En la Figura 1 se observan los resultados de peso fresco de las plantas de

lechuga en los distintos tratamientos.
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Figura 1. Medias de peso fresco en los diferentes tratamientos

Segun el test de significancia de Tukey (P<0.05) los resultados de las medias

de peso fresco en el momento de la cosecha no muestran diferencias



significativas entre los tratamientos. A pesar de ello, hay un mayor peso en el
tratamento con aplicacion de 30% de T. harzianum en el sustrato (236 gr) en

comparacion al testigo (215 gr) y al 10% ( 212 gr).

En la Figura 2 se muestran los valores del numero de hojas en los ditintos

tratamientos.
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Figura2. Medias de nimero de hojas en los diferentes tratamientos

El numero total de hojas en el momento de la cosecha de las plantas de
lechuga, segun el test de Tukey, no mostro diferencias significativas entre los
tratamientos. Pero al igual que en el caso del peso fresco, si bien no hubo
diferencias significativas, se observdé un aumento en el tratamiento de la

concentracion del 30% en el sustrato, en relacion al resto de los tratamientos.

En la Figuras 3 y 4, se muestran los valores de largo y ancho de las hojas de

las plantas de lechuga en los distintos tratamientos.



Largo de primeras tres hojas

25
©
<) 20,72 20,93
< 19,55
9 20
s
(%]
©
T} 15
£
S
g‘) g 10
o 2
Re]
° 5
(]
€
°
o 0
(]
© Testigo C10% C30%
©
'8 Tratamiento
=

W Testigo MC10% mC30%

Figura 3. Medias del promedio de largo primeras tres hojas en los diferentes tratamientos
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Figura 4. Medias de promedio de ancho primeras tres hojas en los diferentes tratamientos

De los resultados se desprende que los anchos y largo de las primeras tres
hojas no relfejaron diferencias significativas segun el test de Tukey. Aunque se

logra advertir un leve aumento de los eventos inoculados ( en C10% 13,35 cm



ancho y 20,72 largo, en C30% 13,15 cm ancho y 20,93 cm largo) en

comparacion al testigo (12,05 cm ancho y 19,55 cm largo).

Discusion

El experimento se llevo a cabo en la quinta de un productor, con el manejo del

riego y la preparacién del terreno en un sistema real de produccién.

Los resultados obtenidos en relacion a los parametros de rendimiento no
expresaron diferencias significativas entre los tratamientos ensayados. Aun asi,
se observd un incremento en los tratamientos donde se habia incorporado T.
harzianum al sustrato de la plantinera. A pesar de ello, diversos trabajos como
los realizados por Lynch et al. (1991) y Ousley et al. (1994) afirman que T.
harzianum y otras especies del género incrementan el crecimiento de las
plantas. Gagliano (2016) por su parte, concluye que la aplicacion de
Trichoderma harzianum y T. viridae mas Bacillus subtilis incrementa el
desarrollo de raices y peso aéreo en lechuga logrando un mayor rendimiento
comercial, mientras que Mendez (2006) expresa que el uso de T. harzianum 'y
P. lilacinus en varios tipos de hortalizas incrementa la absorcion de nutrientes a
través del mejoramiento y desarrollo radicular, promueve la disponibilidad de
nutrientes necesarios para la planta y protege el sistema radicular del ataque

de hongos patégenos y plagas.

En este sentido, resulta interesante remarcar de todas formas, que el
tratamiento con 30% de concentracion de T. harzianum mostré una media
superior en relacion al numero de hojas y peso fresco en el momento de la
cosecha. Si bien segun el test de significancia de Tukey no hubo diferencias
significativas, se advirti6 una tendencia a un aumento en los parametros de
rendimiento. Estas observaciones son un aliciente para los productores que
quieran empezar a disminuir el uso de productos quimicos e incorporar

bioinsumos al agroecosistema.



Vale aclarar que la tendencia de aumento de rendimiento se manifesto entre el
tratamiento de 30% y el resto de los tratamientos, por lo que se puede estimar
que la mayor diferencia no existe entre los tratamientos “inoculados” y “no
inoculados”, sino en la cantidad de T. harzianum que se debe incorporar al

sustrato.

Con respecto al comportamiento de la poblaciéon de T. harzianum durante el
ciclo del cultivo, se observo que el crecimiento poblacional fue muy marcado
entre el tratamiento al 30% en comparaciéon a los otros dos. El aumento
marcado de crecimiento poblacional del tratamiento al 30% luego de mas de
dos meses de su incorporacion (5/8 a 18/10) marco la alta capacidad de
colonizacion de T. harzianum luego del trasplante. Esto estaria demostrando
que la mayor cantidad de T. harzianum incorporada al sustrato implica una

mayor concentracion del antagonista en el suelo del cultivo.

Resulta no menos importante lo sefalado por Harman (2002) donde especifica
que la temperatura y la humedad son considerados dos parametros de
importancia en la distribucion natural de Trichoderma spp. en el suelo. En
concordancia con lo antes dicho Widden y Abitbol (1980) corroboraron que las
poblaciones de Trichoderma spp pueden ser mas altas en primavera y verano,
mientras que en otofio e invierno disminuyen, esto podria explicar el aumento
de poblacién de T. harzianum en el tratamiento al 30%. Ya que se observd un
aumento de la poblacién entre la segunda (26/09) y la tercera fecha (18/10),

situacion donde la primavera avanza y existe un aumento de temperatura.

Por otro lado, el aumento exponencial de T. harzianum en el tratamiento con
(30%) entre la primera evaluacion (5.750 ufc/gr) y la segunda (34.500 ufc/gr)
nos muestra la capacidad de esta cepa de colonizar rapidamente el suelo, lo
cual reafirma lo sefalado por Papavizas (1981) al confirmar que Trichoderma
es un género muy agresivo en el suelo. De esta forma, no seria necesario la
aplicacién tipo  “calendario” de Trichoderma como afirmaron varios/as
productores/as donde se realizé el trabajo de campo, quienes comentaron que
varias empresas proveedoras de agroinsumos recomiendan la aplicacion de las

cepas de esa forma.



Cabe destacar también que, a lo largo del ciclo del cultivo no hubo incidencia
de enfermedades relevantes como para evaluar incidencia o severidad de las
mismas. Por lo que, no se puede afrmar que esta cepa de T. harzianum tenga
un efecto biocontrolador para las enfermedades. Aunque, segun la bibliografia,
hay numerosos trabajos, tales como los de Martines et al., 2013; Infante et al.,
2009; Arias et al., 2007; Chaverri et al., 2011 y Samuels, 2006, entre otros,
que afirman que el uso de Trichoderma spp. como controlador biolégico de
enfermedades, es exitoso. Guiandonos por la cantidad de poblacidon de este
hongo en el suelo en el tiempo de la cosecha, se podria decir que en el caso de
ciclos futuros del cultivo la presencia en el suelo de una alta poblacion de T.
harzianum, podria darle una mayor resiliencia ante la presencia de

enfermedades en el cultivo.

Es, ademas, es importante reflexionar acerca de la aplicacion de bioinsumos
como senalan Borrelli et al. (2017) “mediante el uso de agentes de control
biolégico se favorece la sustentabilidad del agroecosistema productivo,
minimizando los impactos negativos que este puede tener sobre los
productores, consumidores y la sociedad en su conjunto. Al utilizar agentes de
control bioldgico que se encuentran naturalmente en los ecosistemas nativos,
se busca restablecer los equilibrios ecoldégicos naturales, aportando al aumento
de la biodiversidad del sistema productivo”. En este sentido, el biocinsumo es
una herramienta a la hora de generar alternativas para un modelo productivo
que busque elaborar un marco de toma de decisiones tendiente a hacer los
agroecosistemas mas resilientes y sustentables tanto en el aspecto ambiental,

como econdémico y social.

CONCLUSIONES
Se concluye que:

-. El crecimiento poblacional fue en aumento en relacion a la concentracion de
T. harzianum desde la aplicacion, por lo tanto no son necesarias aplicaciones

periodicas del antagonista.



-. Se observé un aumento en el rendimiento de las plantas provenientes de los

suelos tratados con la mayor concentracion de T. harzianum.

-. La mayor diferencia de poblacion se di6é entre tratamientos inoculados, por lo

que es importante determinar la concentracion a aplicar.

-. La poblacion de T. harzianum presente en el suelo desde la fecha de

trasplante a 30 dias fue en aumento en el tratamiento al 30% Unicamente.

Por lo tanto se aprueba la hipétesis planteada: El uso de Trichoderma

harzianum mejora la sanidad y el rendimiento de las plantas de lechuga.

No se observo efecto de T. harzianum sobre la sanidad de las plantas, ya que
no hubo enfermedad en las plantas testigo, razén por la que no se puede ni

aprobar ni rechazar la hipotesis planteada.
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