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Titulo

Evaluacion del tratamiento con Coniothyrium minitans para el control de esclerocios de
Sclerotinia sclerotiorum y S. minor en parcelas de cultivo de lechuga.

Resumen

La podredumbre blanca o de cuello en lechuga, causada por Sclerotinia sclerotiorum y S. minor,
es una de las enfermedades méas importantes de la lechuga a nivel mundial, debido a las pérdidas
que ocasiona y su dificil control. Estos dos hongos ascomicetos producen esclerocios, masas de
hifas apelmazadas rodeadas por una capa de melanina resistente, que sirven tanto como
estructuras de conservacion y supervivencia como inéculo primario para cultivos de lechuga
subsiguientes, consiguiendo asi multiplicarse y diseminarse. Por ello, el control de los esclerocios,
agentes causales de la podredumbre blanca, en suelo es esencial para la reduccion del in6culo
primario de estos hongos y, de este modo, reducir el nivel de infeccién inicial en parcelas de
lechuga. Para este fin, existe un agente de control biolégico, Coniothyrium minitans, que parasita
los esclerocios de ambas especies. En este trabajo se ha usado una técnica de tamizado himedo
de suelo para la cuantificacion de esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor que permita
determinar el niumero de esclerocios en suelos de campos comerciales de lechuga y se ha
estudiado si la aplicacion del agente de biocontrol C. minitans en un ciclo de cultivo de lechuga
es efectivo para la disminucidon de las poblaciones de esclerocios viables de S. sclerotiorum y S.
minor en suelo. Para ello, se realizaron experimentos con muestras procedentes de tres parcelas
de cultivo de lechuga que habian sufrido infecciones de podredumbre blanca en afios anteriores
localizadas en Fuente Alamo (Murcia), Carnaxide (Lisboa) y en Algarrobina (Almeria). Se
marcaron dos subparcelas en cada parcela y en cada una de estas subparcelas se tomaron muestras
de suelo para determinar la densidad de los esclerocios de S. sclerotiorum o S. minor, tras la
primera recogida de muestras, una subparcela de cada parcela se traté con C. minitans y un afio
después se realizo la segunda toma de muestras. Tras dejar secar las muestras, se procedio a la
recuperacién de esclerocios del suelo mediante la técnica de tamizado himedo y se estudié la
viabilidad de los mismos desinfectandolos previamente con lejia. Los resultados obtenidos
mostraron que en los suelos de las tres parcelas de lechuga estudiadas en los que se aplicé el
agente de biocontrol C. minitans, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de
esclerocios por 100 gramos de suelo entre las subparcelas tratadas y no tratadas una vez
transcurrido un afio desde el momento de la aplicacion.
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Title

Evaluation of the treatment with Coniothyrium minitans for control of Sclerotinia sclerotiorum
and S. minor sclerotia in plots of lettuce cultivation.

Abstract

Lettuce drop, caused by Sclerotinia sclerotiorum and S. minor is one of the most important
diseases of lettuce worldwide, due to the losses it causes and its difficult control. These two
ascomycete fungi produce sclerotia, masses of compressed hyfas, surrounded by a resistant
layer of melanin, which serve as conservation and survival structures and as primary
inoculum for subsequent lettuce crops, thereby they multiply and spread. Thus, the control of
sclerotia, in soil is essential to reduce the primary inoculum of these fungi and, in this way,
to reduce the initial level of infection in lettuce plots. For this purpose, a biological control
agent exists, Coniothyrium minitans, which parasitizes the sclerotia of both species. In this
paper a technique of moist sieved soil has been used for the quantification of S.
sclerotiorum and S. minor sclerotia, that makes possible to determine the number of sclerotia
in soils of lettuce crop fields. Moreover, it has been studied whether the application of the
biocontrol agent C. minitans in a lettuce growing cycle is effective for the decrease of viable
populations of S. sclerotiorum and S. minor sclerotia in soil. For that purpose, different
experiments with samples of three different lettuce field, which suffered roteness infections
previous years, placed in Fuente Alamo (Murcia), Carnaxide (Lisboa) and in Algarrobina
(Almeria), werw carried out. Two subplots were marked in each plot, and in each of these
subplots different samples of soil were taken to determine the density of sclerotia of S.
sclerotiorum or S. minor, after the first sample collection, a subplot of each plot was treated
with C. minitans , and a year after a second sample collection took place. After letting the
samples dry, a sclerotia recovery in soil was made through the moist sieved technique, and
their viability was studied. The results obtained showed that in all the soils of the three studied
plots where C. minitans was applied, no significant differences were found in the number of
sclerotia per 100 grams of soil, between the treated subplots and the non-treated ones, once a
year passed by from the time it was applied.
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1. Introduccion

1.1. El cultivo de la lechuga

Los primeros vestigios del cultivo de la lechuga (Lactuca sativa L.) aparecen en las
pinturas de las tumbas del antiguo Egipto (2500 a. C.). Eran lechugas en forma de tallo, como las
gue actualmente siguen cultivandose en Egipto, muy parecidas a la especie Lactuca serriola L.
En Egipto la lechuga era una planta sagrada que se asociaba al dios Min, deidad de la fecundidad
y protector de las cosechas. Sin embargo, los primeros escritos sobre lechuga se atribuyen a
Herodoto (Maroto Borrego, 2014).

La lechuga fue también muy popular en Roma, cultivandose distintos tipos y variedades.
Todo parece indicar que los romanos introdujeron la lechuga en el resto de Europa. La lechuga
romana, también conocida como «Cos», se extendid por todo el Mediterraneo y parece haber sido
el origen de multiples tipos de lechuga, como las de hoja mantecosa y Batavia. Ademas, fue una
de las primeras verduras introducidas por Cristobal Colon en el Nuevo Mundo.

A lo largo de los afios se han seleccionado multiples tipos de lechuga en todo el mundo,
pero cabe resaltar la obtencién en la década de los 40 de la primera lechuga iceberg, la variedad
‘Grandes Lagos’, que representd el inicio de la actual industria de ensaladas, dominando el
mercado de EEUU hasta hoy en dia. Las variedades de lechuga iceberg fueron introducidas en
Europa al final de los 60 y representan el nlcleo de la produccién actual de lechugas, aunque ya
se ha desarrollado una amplia gama de tipos de lechuga con una gran diversidad de formas,
texturas y colores (Maroto Borrego y Baixauli Soria, 2016).

1.1.2. Botanica, taxonomia y morfologia.

Segln la taxonomia clésica, la lechuga se clasifica como:
Familia: Compositae (Asteraceae).

Tribu: Cichoreae.

Género: Lactuca.
Especie: sativa L.

La lechuga esta estrechamente emparentada con la lechuga silvestre L. serriola L. y
menos proxima a la L. saligna L. y L. virosa L.

La planta tiene una raiz pivotante y el tallo, en funcion de la variedad y su
comportamiento, puede cambiar considerablemente, en la mayoria de las variedades comerciales
es corto, apenas unos milimetros en el momento 6ptimo de cosecha, pero cuando inicia la etapa
reproductiva se produce un alargamiento del mismo para dar lugar a la floracion.

Las hojas pueden ser de multiples formas, lanceoladas, oblongas, redondas; y el borde,
liso, lobulado, ondulado o dentado. La superficie es plana, rugosa o abarquillada. El color
amarillento, verde claro, verde oscuro, rojizo o purpura. Por su consistencia pueden ser mas
rigidas y crujientes o mantecosas.

Las flores estan agrupadas en capitulos compuestos por 10 a 20 floretes amarillentos en
racimos o corimbos. Es una planta autégama cuyas semillas son en realidad aquenios de color
blanco, amarillo, marrén o negro, miden unos 2 a 4 mm de longitud y en su base se encuentra el
vilano plumoso que facilita la diseminacion por el viento. En un gramo hay unas 800 semillas y
su capacidad germinativa es de 4 a 6 afios (Maroto Borrego y Baixauli Soria, 2016).



1.1.2. Tipos de lechuga
La especie L. sativa se divide en 4 variedades botanicas:

e L. sativa var. capitata L. incluye a todos los cultivares que forman un cogollo compacto
con sus hojas. La forma de sus hojas suele ser ancha y redondeada y su textura crujiente
0 mantecosa.

e L.sativa var. longifolia Lam. Engloba a los cultivares de lechuga romana o cos, con hojas
alargadas, oblonga, que tienen un porte erguido y, generalmente, las hojas interiores son
amarillas y las exteriores verdes. Pueden acogollar o quedarse practicamente abiertas.

e L.sativa var. intybacea Hort. Incluye a todos los cultivares con hojas abiertas, aunque en
estado avanzado de madurez pueden formar un pequefio cogollo interior.

e L. sativa var. augustana Irish. Se cultivan por su tallo y las hojas son lanceoladas. Este
tipo solo se produce en China.

Dentro de cada una de las variedades boténicas descritas se ubican los distintos tipos.
Dentro de cada tipo hay disponible una amplia gama de variedades para poder cubrir el ciclo
completo de cultivo en las distintas zonas geogréaficas en todo el mundo, con sistemas de cultivo
y condiciones del medio cambiantes (Maroto Borrego y Baixauli Soria, 2016).

1.1.3. Importancia del cultivo de la lechuga

Los ultimos datos oficiales de estadistica de la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) determinan que en el mundo se producen 24.976.318 t
de lechuga y escarola (Figura 1). En los Gltimos 10 afios se ha producido un constante incremento
en la produccion, con excepcion del intervalo entre el afio 2012 y 2013 en el que se produjo un
notable descenso, a partir del cual se ha vuelto a incrementar la produccién. La produccion
mundial actual se divide en 1.158.979 ha. El pais con mayor produccién actualmente es China
con un 54,67% de la produccién mundial, seguido de los Estados Unidos de América (EE.UU.)
que produce un 15,18%. Por otro lado, Espafia ocupa el cuarto lugar en la produccién después de
la India, representando 3,61% de la produccién mundial (FAO, 2014). Actualmente, Espafia tiene
una produccion anual de 904.802 t de lechugas en una superficie de 33.924 ha (Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2016). Teniendo en cuenta los datos de la FAO,
Estados Unidos y Espafia son los paises que mejor rendimiento por metro cuadrado obtienen en
la produccion de lechuga, teniendo en cuenta los cinco mayores productores mundiales. Espafia
tiene un rendimiento del 2,67 kg/m?.
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Figura 1: Produccion de lechugas y coles en el mundo. (Elaboracion propia. Fuente: FAOQ,
2014)

1.2. Enfermedades de la lechuga causadas por hongos

El cultivo de la lechuga se ve afectado por varias enfermedades fungicas: el mildiu
causado por el hongo Bremia lactucae, la podredumbre gris causada por Botrytis cinerea, la
podredumbre blanca causada por Sclerotinia sclerotiorum y S. minor, el oidio producido por el
hongo Erysiphe cichoracearum y otras enfermedades causadas por hongos fitopatogenos como:
Rhizoctonia, Pythium y Fusarium, que se presentan con mayor 0 menor importancia en funcién
de determinadas condiciones ambientales (Maroto Borrego y Baixauli Soria, 2016).

El presente trabajo se centra en el estudio de una de las enfermedades mas importantes
que afecta a la lechuga: la podredumbre blanca. A continuacion, se describe dicha enfermedad.

1.2.1. Importancia de los dafos de la podredumbre blanca

La podredumbre blanca o de cuello es una de las enfermedades méas importantes de la
lechuga a nivel mundial, debido a las pérdidas que ocasiona y su dificil control. La enfermedad
esta ampliamente extendida y se citan sus dafios en numerosas regiones de produccién de lechuga
del mundo como Australia, Nueva Zelanda, Japdn, China, Estados Unidos, Canada, Europa
(Bélgica, Holanda, Espafia Alemania, Italia, Inglaterra, Portugal, etc.), y la Cuenca mediterranea
(Israel, Turquia, etc.) (Dominique et al., 2005).

En la Comunidad Valenciana esta enfermedad se puede encontrar en todas las comarcas
con niveles de dafios variables tanto en extension como en intensidad. Las zonas de huerta
tradicional, la Ribera, L'Horta y zona norte del Bajo Segura son las mas afectadas, en ellas resulta
dificil llegar establecer el cultivo con resultados de rentabilidad econémica, ya que la repeticion
de los cultivos ha aumentado el in6culo en el suelo hasta tal punto que la intensidad y extension
de la infeccion es muy alta, siendo un gran porcentaje de plantas victimas de este parasito, sobre
todo en cultivos realizados en época invernal (Garcia Morat6, 1995).



1.2.2. Sintomas y agente causal

La enfermedad de la podredumbre blanca en la lechuga est& causada por dos especies
criptogamicas: Sclerotinia minor (Jagger) y S. sclerotiorum (Lib.) de Bary. Estos dos hongos
ascomicetos polifagos son capaces de atacar a la especie L. sativa tanto en semillero como en el
cultivo al aire libre. Pueden cohabitar en la misma parcela, pero generalmente predomina uno u
otro.

Los sintomas en semillero de ambos hongos en L. sativa, después de la plantacion y, sobre
todo en el momento del acogollado y cerca de la recoleccion son muy similares (Dominique et
al., 2005). Ambos provocan alteraciones himedas y de color marrén claro que afectan a las partes
de la planta que estan en contacto con el suelo y, especialmente, a las hojas senescentes. Estas
alteraciones se desarrollan rapidamente, dando paso una podredumbre que se generaliza a los
estratos de las hojas cercanas al suelo. Los peciolos, las nerviaciones centrales y el cuello son
invadidos y se llega a producir clorosis y el marchitamiento de las hojas externas y después de la
planta entera en menos de 48 horas. A continuacién, la podredumbre alcanza el conjunto de los
tejidos foliares que se descomponen y se desfondan (Figura 2B) (Dominique et al., 2005). Cabe
destacar que el arrancado de la planta no ofrece ninguna resistencia, ya que presentan toda la zona
del cuello y base de hojas externas hiumeda, blanda y descompuesta (Garcia Moratd, 1995).

Desde un primer momento, las alteraciones anteriormente descritas pueden iniciarse a
mas altura a partir de las hojas expuestas a las ascosporas de S. sclerotiorum. Las manchas crecen
con rapidez y conducen a la inevitable podredumbre de varias hojas y del cogollo (Figura 2C).
Por otro lado, también se puede llegar a producir marchitamiento lento de la planta a causa de
ataques de S. minor a méas profundidad del suelo, estos ataques ocasionan un oscurecimiento de
la raiz principal entre 5 — 10 cm de la superficie del suelo (Figura 2D) (Dominique, et al., 2005).
Independientemente de la localizacion del ataque es caracteristica la aparicion de abundante
micelio blanco (Figura 2E), acompafiado de unos 6rganos oscuros y duros llamados esclerocios
(Garcia Morat6, 1995).

El nombre del género, Sclerotinia, hace referencia a estos 6rganos de multiplicacién, los
esclerocios. Los esclerocios son masas de hifas apelmazadas rodeadas por una capa de melanina
resistente, que sirven tanto como estructuras de conservacion y supervivencia como inéculo
primario para cultivos de lechuga subsiguientes consiguiendo asi multiplicarse y difundirse
(Chitrampalama y Pryor, 2013).

Los esclerocios maduros presentan el aspecto de pequefios granos oscuros, negros, de
forma y tamafios irregulares, muy tipicos y evidentes sobre el blanco micelio caracteristico
(Dominique, et al., 2005).

Los esclerocios permiten la distincion de las dos especies: S. minor forma un
conglomerado de esclerocios negros y redondeados de 0,5 a 2 mm de didmetro (Figura 3A y3B)
(Subbarao, 1998). En condiciones apropiadas, germinan directamente y entran en contacto con
las raices o cuello de las plantas (puntos habituales de infeccion) alterandolos los tejidos
profundamente, provocando muerte de células y acumulacién de fluidos (Garcia Morat6, 1995).

Sclerotinia sclerotiorum forma esclerocios mas grandes, negros, gruesos, alargados e
irregulares de 2 a 20 mm de largo y de 3 a 7 mm de ancho (Figura 3C y 3E). La forma
teleomorficas (reproduccion sexual) de esta especie a veces es visible en la superficie del suelo
(Figura 3D) (Subbarao, 1998). Bajo condiciones climaticas relativamente frias y con humedades
altas en el suelo lo normal es que estos esclerocios no germinen directamente, formando pequefios
apotecios mas a menudo en los esclerocios mas grandes. Los apotecios producen ascosporas que
originan las contaminaciones aéreas (Dominique, et al., 2005). Sin embargo, en los cultivos de la
Comunidad Valenciana no se observan habitualmente estos érganos, produciéndose mas
frecuentemente la germinacion directa de los esclerocios (Garcia Morat6, 1995).



En una observacion rapida estos dafios pueden confundirse con los causados por un ataque
de Botrytis (Figura 2A), pero la diferenciacion es muy simple gracias a la presencia del micelio
blanco y los citados esclerocios, mientras que en Botrytis el micelio es de color pardo grisaceo y
no hay formacion de esclerocios (Garcia Moratd, 1995).

1.2.3. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Las caracteristicas de los ciclos de las dos especies de Sclerotinia afectan
significativamente el modo en el que infectan plantas de lechuga (Figura 4). Ambas especies
sobreviven en el suelo como esclerocios de 8 a 10 afios si las condiciones son favorables, pero
también pueden sobrevivir como micelio activo en plantas vivas 0 muertas (Subbarao, 1998). La
repeticion de cultivos sensibles va aumentando el nimero de estos esclerocios en las capas
superficiales del suelo y, por tanto, las posibilidades de infeccion a los cultivos (Garcia Morato,
1995).

Cabe destacar que estos hongos afectan a muchas especies de plantas, incluyendo muchas
especies de cultivo econdmicamente importantes. S. minor infecta menos huéspedes que S.
sclerotiorum que es mas polifago (Subbarao, 1998). Sclerotinia sclerotiorum se cita sobre mas de
400 plantas cultivadas o arvenses, como el tomate, pimiento o la judia y S. minor en mas de 90
especies, sin embargo, en su caso el nivel de ataque esta estrechamente relacionado con el nimero
de esclerocios presentes en el suelo (Dominique et al., 2005).

La supervivencia de los esclerocios de ambas especies se ve afectada por la localizacion
de los mismos en el perfil del suelo, su edad, la humedad del suelo y la temperatura del suelo. La
viabilidad de los esclerocios se reduce con el tiempo y con el aumento de la humedad del suelo.
Los esclerocios de S. minor se desintegran 0 no germinan dentro de las 8 semanas que tardan
normalmente cuando el suelo esta saturado. Por otro lado, es posible su inactivacién térmica, que
en los esclerocios de S. minor se produce a40 ° C dentrode 39 h,a45°Cen6hya50°Cen2
h. Los esclerocios de S. sclerotiorum sobreviven bien durante al menos 15 meses a profundidades
de hasta 30 cm y pueden sobrevivir hasta 7 afios en condiciones desfavorables. Casi el 90% de
los esclerocios de S. sclerotiorum en el suelo son térmicamente inactivados a 35 ° C (Subbarao,
1998).

La germinacién de esclerocios en ambas especies se ve afectada negativamente por la
microflora del suelo. Los esclerocios de S. sclerotiorum debajo de la superficie del suelo germinan
carpogénicamente después de un periodo de enfriamiento (4 ° C) y de humedad del suelo cerca
de la saturacion durante 2 0 mas semanas formando apotecios que producen y liberan millones de
ascosporas en el aire en un periodo entre 2-3 semanas. Se producen mayores nimeros de apotecios
por esclerocios cuando se localizan en los 5 cm superiores del perfil del suelo que en los perfiles
méas profundos del suelo. La formacion de apotecios es fuertemente fotodependiente, y la
intensidad de la luz superior a 58,1 pE-s* m? favorece su desarrollo. Las temperaturas éptimas
para la formacion de apotecios son de entre 8 a 16 °C (Subbarao, 1998). La germinacién de las
ascosporas sobre las hojas solo es posible en presencia de agua libre, proveniente de lluvia, riego
por aspersion o del rocio (Dominique et al., 2005). No obstante, los esclerocios de S. sclerotiorum
también pueden germinar eruptivamente.

Por otro lado, las condiciones para la germinacion carpogénica de los esclerocios de S.
minor son raras en la naturaleza y no han sido cuantificadas con precisién. La germinacion
eruptiva de los esclerocios menores de S. minor se ve afectada por el estado de humedad de los
esclerocios, por ello, los esclerocios producidos en los tejidos del huésped no germinan bien
debido a su alto contenido de humedad y deben secarse algo antes de que la mayoria de ellos
puedan germinar. La humedad y temperatura del suelo afectan significativamente la germinacion



Figura 2: A) En la izquierda Botrytis cinerea genera un moho gris y a la derecha Sclerotinia
sclerotiorum produce micelio blanco y esclerocios; B) S. minor descompone totalmente los
tejidos vegetales, tal solo se distingue algunas nerviaciones principales de las hojas y los
esclerocios del hongo diseminados; C) Infeccidn aérea provocada por S. sclerotiorum; D) S.
minor provoca alteraciones himedas y después descompone la lechuga; E) S. sclerotiorum
produce un denso micelio blanco sobre los tejidos parcialmente descompuestos. (Fuente:
Dominique, B., Herve, L. & Brigitte, M., 2005. Enfermedades de las lechugas. Identificar,
conocer, controlar. Madrid: Ediciones Mundi-Prensa. 375 pp.)

Figura 3: A) Esclerocios de Slerotinia minor; B) Esclerocios de S. minor; C) Esclerocios de S.
sclerotiorum; D) Forma teleomorfa de S. sclerotiorum, apotecios sobre los esclerocios; E)
Esclerocios de S. sclerotiorum. (Fuente: Dominique, B., Herve, L. & Brigitte, M., 2005.
Enfermedades de las lechugas. Identificar, conocer, controlar. Madrid: Ediciones Mundi-Prensa.

375 pp.)
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eruptiva en S. minor. La germinacion de los esclerocios y el crecimiento micelial ocurre cuando
el potencial matricial del suelo esta entre -0,03 MPa y -1,5 MPa, con un 6ptimo a -0,03 MPa y
con una temperatura de 6 y 30 ° C, con un éptimo a 18 ° C (Imolehin et al., 1980).

La infeccion por cualquiera de las dos especies puede ocurrir en cualquier etapa de
crecimiento del cultivo, pero las pérdidas econémicas ocurren con mayor frecuencia durante la
madurez del cultivo. Las ascosporas, liberadas durante un periodo de 2 a 3 semanas, se dispersan
en el campo de lechuga y campos adyacentes por el viento. Una vez se depositan en plantas
senescentes u hojas de lechuga muertas, las ascosporas en presencia de agua libre en la hoja
durante 48 h germinan para producir hifas que infectan y matan a la planta. Las plantas infectadas
por ascosporas en el aire forman esclerocios en las partes aéreas de las plantas. También puede
ocurrir infeccion micelial por germinacion eruptiva, pero la infeccién de plantas de este modo por
S. sclerotiorum en campos comerciales es poco frecuente (Patterson y Grogan, 1985). En
contraste, los esclerocios de S. minor raramente producen apotecios, y las infecciones son
causadas por germinacion eruptiva de esclerocios. Los esclerocios situados a 2 cm de la raiz
principal y a 8 cm de la superficie del suelo producen masas de hifas que infectan las raices, tallos
y hojas senescentes. La propagacion de planta a planta se produce ocasionalmente por contacto
miceliar. Un gran nimero de esclerocios se forman en la corona y las partes subterraneas de la
planta de lechuga infectada. Los esclerocios de ambas especies son devueltos al suelo cuando el
residuo de la lechuga se envuelve debajo de la cosecha (Subbarao, 1998). Por lo tanto, en S.
sclerotiorum, las plantas de lechuga son infectadas principalmente por ascosporas transportadas
por el aire a partir de la germinacién carpogénica de los esclerocios, y por ello la incidencia de la
enfermedad suele ser esporadica y depende de las condiciones climéticas propicias para la
produccion de apotecios. Por el contrario, rara vez se han observado apotecios de S. minor en los
campos de produccion y su papel en las epidemias es limitado. La incidencia de la podredumbre
blanca inducida por S. minor se correlaciona con la densidad de esclerocios en el suelo. Dado que
la densidad de esclerocios viables en el suelo uno de los factores méas importante que afecta las
infecciones por las diferentes especies de Sclerotinia es esencial comprender mejor su
supervivencia en el suelo para desarrollar nuevos métodos para el tratamiento de esta enfermedad
(Wu, et al., 2008).

1.2.4. Métodos de control

El manejo de podredumbre blanca incluye métodos de control culturales, bioldgicos,
fisicos y quimicos. Actualmente, ninguna técnica de manejo proporciona niveles satisfactorios de
control, por lo que los agricultores integran varios métodos. Las diferencias en la epidemiologia
de la enfermedad causada por las dos especies de Sclerotinia requieren diferentes métodos de
control. Las ascosporas en el aire en S. sclerotiorum hacen que sea mas dificil el manejo
podredumbre blanca de la lechuga causada por esta especie (Subbarao, 1998). Por ello, conviene
tener presente en la estrategia de control la preponderancia de una u otra especie (Garcia Morat6,
1995).

En la lucha integral contra esta enfermedad pueden considerarse dos fases bien
diferenciadas dentro de los diferentes métodos de control: Manejo de los de esclerocios y la
proteccion del cultivo durante su vegetacion (Garcia Moraté, 1995).

1.2.4.1. Manejo de los esclerocios
La destruccion o reduccion de los esclerocios en el suelo es la via méas directa y eficaz

para reducir la incidencia de la enfermedad en el cultivo. Para ello se pueden utilizar las siguientes
estrategias:



La eliminacién de restos de cultivos afectados

La eliminacion de los restos de cultivo afectados por los dos hongos es la primera medida
importante para reducir el inéculo en el suelo.

Eliminacion de las plantas infectadas

Teniendo en cuenta que las plantas infectadas sirven como reservorio del inéculo del
suelo, la eliminacion de las plantas infectadas, teéricamente, con el tiempo deberia disminuir
significativamente el depdsito del indculo del suelo. Se han realizado estudios en campos
comerciales que confirman esta hipotesis, en ellos se observaron reducciones significativas en el
indculo del suelo en comparacion con las areas en las que las plantas infectadas no fueron
eliminadas. Debido a la necesidad de mano de obra intensiva en esta técnica se aumentaba
considerablemente el costo de la produccién de lechuga y por ello, no es rentable (Patterson y
Grogan, 1985).

El laboreo

Es una practica muy recomendable ya que al airear la capa superior reducimos humedad
dificultando la viabilidad de muchos esclerocios (Garcia Morat6, 1995) y, ademas debido a que
la supervivencia de los esclerocios disminuye con el tiempo y la profundidad su enterrado, el
movimiento de los esclerocios a profundidades superiores a 10 cm puede evitar las infecciones
en el cultivo. Factores como la temperatura del suelo, las concentraciones de O,, CO; Yy etileno
cambian con la profundidad del suelo y pueden influir en la supervivencia. Sin embargo, el
aumento de la mortalidad de los esclerocios a mayores profundidades se produce principalmente
por la colonizacién de esclerocios por hongos antagonistas (Chitrampalama y Pryor, 2013).

Estos hallazgos condujeron al desarrollo del arado profundo como una préactica de manejo
de la enfermedad para enterrar a los esclerocios ubicados en el perfil superior del suelo. Debido
a que S. sclerotiorum también tiene una fase en el aire, no se esperaba que el arado profundo fuera
tan exitoso como con S. minor pero finalmente el coste de esta técnica no era rentable para el bajo
control que ofrecia de la enfermedad. Es mas, la incidencia de la enfermedad fue a menudo mayor
en el segundo cultivo después del arado profundo, que antes del arado profundo ya que la
distribucion espacial de los esclerocios cambi6 de un patrén altamente agregado antes del arado
profundo a un patrén mas uniforme (Subbarao, 1998).

Rotacién de cultivos

La rotacién de cultivos como método de control generalmente ha dado malos resultados
debido a que S. minor y S. sclerotiorum tienen una amplia gama de huéspedes. Sin embargo, se
han realizado experimentos favorables utilizando la alternancia del cultivo de brécoli con el de
lechuga. En dichos experimentos se observo que el nimero de esclerocios en el suelo se reducia
después de que el residuo de brocoli era incorporado cada nuevo cultivo de lechuga y ademas se
demostrd que la incidencia de la enfermedad en los subsiguientes cultivos de lechuga fue
significativamente menor cuando el cultivo de lechuga sigui6 al brécoli que al de otras lechugas
(Subbarao, 1998 ; Hao y Subbarao, 2006).

Cultivares resistentes

Los cultivares de lechuga resistentes ofrecen la opcién mas predecible, conveniente y
menos costosa para manejar esta enfermedad en lechuga. Sin embargo, el desarrollo de resistencia
a la podredumbre blanca de la lechuga ha sido dificil y lento. Actualmente no se dispone de
cultivares comerciales resistentes. La resistencia a patégenos necrotréficos como Sclerotinia
necesita ser definida de manera diferente debido a la participacion de &cidos y enzimas en la
patogénesis (Wu y Subbarao, 2006).



Manejo del agua

El riego es uno de los factores de mayor impacto en el desarrollo de la enfermedad en la
lechuga ya que condiciona la temperatura y la humedad del suelo, los cuales son factores criticos
para la germinacion de los esclerocios y subsecuente infeccion de la lechuga (Wu y Subbarao,
2006).

El cultivo de lechuga se hace con diferentes tipos de riego. Tradicionalmente, el riego de
surcos se utilizé debido a la facilidad de operacidn, pero el gasto de agua es alto e ineficiente, y
la acumulacién de sal es un problema importante. Por otro lado, también es posible el riego por
aspersion para la emergencia éptima de las plantulas y el establecimiento de las plantas, que tiene
ventajas como la disminucion de la acumulacion de sal cerca de las filas de semillas, la aplicacion
rapida y uniforme del agua, el uso mas eficiente del agua y mayores rendimientos. Sin embargo,
el riego por goteo requiere aproximadamente la mitad del agua requerida por los sistemas de
surcos y aspersores y, dado que los fertilizantes pueden aplicarse directamente a la zona de las
raices, la eficiencia del fertilizante aumenta mientras que la lixiviacion de NO3 disminuye. La
instalacion inicial del riego por goteo es costosa, pero una vez que el sistema esta en su lugar, los
costos de operacién son bajos (Subbarao, 1998).

Un estudio comparativo de los diferentes tipos de riego, confirmé que el control logrado
mediante riego por goteo fue superior al riego por surcos mas la aplicacion de fungicidas. El
namero de esclerocios de S. minor fue mayor en el suelo después de cada cultivo de lechuga con
riego por surcos en comparacion con el riego por goteo subsuperficial. Por otra parte, las
poblaciones de esclerocios aumentaron aproximadamente cinco veces después de 3 afios de
labranza convencional bajo riego por surcos y tuvieron una distribucion menos agregada que con
el riego por goteo subsuperficial. Bajo riego por goteo subsuperficial, la distribucion y el nimero
de esclerocios en las parcelas se modificaron poco por practicas de laboreo minimo (Wu y
Subbarao, 2003).

Sobre la base de las consideraciones anteriores, los riegos se deben realizar por las
mafianas y nunca por las tardes con el fin de permitir a las plantas secarse.

La desinfestacion del suelo

Es la mejor manera de reducir en gran parte los 6rganos de resistencia y multiplicacion
del hongo. Dicha desinfestacion puede llevarse a cabo por diversos procedimientos: vapor de
agua, productos quimicos, solar o mixta (Garcia Moratd, 1995).

La primera, a base de vapor de agua, es de dificil empleo por su elevado coste energético.
En la aplicacion de productos quimicos destaca el Metam-Sodio y es preciso respetar el plazo de
espera entre aplicacion y plantacion, pues la lechuga es muy sensible a la toxicidad residual de
este desinfectante.

La solarizacion del suelo, que en esencia consiste en la elevacion prolongada de la
temperatura de las capas superficiales del mismo hasta lograr cotas que resultan letales a los
esclerocios, se ha manifestado como un método excelente para combatir la enfermedad, pues
después de su practica la mayoria de aquéllos resultan inviables. Ademas, su coste no es excesivo.
Una temperatura constante del suelo de 35 ° C durante 3 semanas 0 mas redujo la supervivencia
de los esclerocios. La solarizacion consigue que aproximadamente el 96% de los esclerocios de
S. minor a una profundidad de 0 a 2 cm pierden viabilidad en 2 a 3 semanas (Vannacci, et al.,
1988), por otro lado, una solarizacion de 8 semanas también reduce la viabilidad de esclerocios
de S. sclerotiorum enterrados en el suelo a una profundidad de 10 cm (Swaminathan, et al., 1999).
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La desinfestacién mixta, que consiste en la aplicacion de una pequefia dosis de producto
desinfectante cubriendo después el suelo con el film a modo de solarizacién, participa,
Iégicamente, de las propiedades de ambos métodos, fisico y quimico.

Finalmente expresar dos consideraciones generales relativas a la desinfestacién del suelo:

e Conviene advertir que la sensibilidad de los esclerocios a cualquier tratamiento es
siempre mayor si poseen cierto grado de humedad, pues secos su resistencia es mayor.

e Recordar que siempre que se decida efectuar la desinfestacién del suelo con productos
quimicos deben respetarse estrictamente los correspondientes plazos de seguridad entre
aplicacién e implantacion del cultivo.

Tratamientos fungicidas

A pesar de que no llega al grado de efectividad de una desinfestacion también logra
reducir buen nimero de esclerocios. Se han obtenido buenos resultados con pulverizaciones a
todo el suelo, una vez preparado para la siembra o plantacion del cultivo, con productos del grupo
de las Dicarboximidas autorizados como la Iprodiona (Garcia Moratd, 1995).

Lucha bioldgica

El control y/o supresion de la enfermedad ejercida por agentes biocontroladores se basa
en la competicion por las fuentes de nutrientes y espacio, antibiosis, induccién de resistencia en
las plantas huésped, reduccion de la habilidad saprofitica, reduccion de la diseminaciéon de
esporas, restriccion de los factores de patogenicidad del patdgeno y micoparasitismo.

Se ha demostrado que una serie de hongos degradan los esclerocios de S. sclerotiorum,
reduciendo su viabilidad y produccién de apotecios, entre ellos se encuentran: Coniothyrium
minitans, varias especies de Trichoderma como T. asperellum, T. gamsii y T. harzianum, Bacillus
subtilis, Sporidesmium sclerotivorum, Clonostachys rosea y Gliocladium catenulatum (Jones et
al., 2014 ; Zeng et al., 2011 ; Chitrampalam, et al., 2010b). Cabe destacar, que de todos los
microorganismos antagonicos utilizados para el control de Sclerotinia spp., C. minitans ha sido
el mas ampliamente estudiado. Se ha demostrado que la incorporacion de C. minitans (Producto
comercial Contans® WG) al suelo reduce la prodedumbre blanca provocada por S. sclerotiorum
en la lechuga produciendo una amplia gama de enzimas de degradacién de la pared celular tales
como quitinasas y glucanasas, asi como metabolitos antifingicos que aumentan la colonizacion y
degradacion de los esclerocios de S. sclerotiorum y atacan a las hifas del hongo (Zeng et al.,
2011).

1.2.4.2. Proteccion del cultivo durante su vegetacion

Los métodos usados durante el periodo vegetativo del cultivo para prevenir esta
enfermedad no han evidenciado tan alto grado de eficacia como el tratamiento previo contra los
esclerocios.

La cubricion del suelo mediante film de polietileno negro

Es una préctica que puede resultar positiva siempre que los dafios estén causados por S.
sclerotiorum ya que asi no se dispersan las ascosporas, pero que sera de poca eficacia en el caso
de S.minor, ya que, como se indicd, esta especie solo ataca a 6rganos enterrados mediante la
germinacion directa de sus pequefios esclerocios.

Los tratamientos fungicidas

Es el método mas eficaz que puede practicarse durante la vegetacion.
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Si se trata de ataques de S. minor las aplicaciones fungicidas deben realizarse en periodos
tempranos del desarrollo de la planta y hasta llegar el inicio del acogollado. Los tratamientos
iniciados posteriormente han demostrado su poca eficacia, pues la infeccion ya habia tenido lugar.
En cambio, si predominan los ataques de S. sclerotiorum los tratamientos en edad temprana de
las plantas tienen muy poco efecto, ya que la infeccidn de las plantas se da principalmente cuando
estén bien desarrolladas y por tanto el tratamiento, suprimiéndolos cuando exista riesgo de
residuos en la recoleccion.

Se ha utilizado 4cido carbamico que tuvo un buen resultado contra Sclerotinia spp., pero
posteriormente, de manera progresiva fue perdiendo buena parte de su eficacia. La investigacion
posterior aportd un nuevo grupo quimico, las Dicarboximidas, que constituyeron, en una primera
fase, un gran avance en la lucha contra este hongo, pues se lograban un excelente control con
algunas materias del grupo. Desde hace unos afos, se esta constatando que también la eficacia de
las Dicarboximidas disminuye progresivamente. Este fendmeno es debido a tres motivos:
Aparicion de cepas resistentes del hongo, alteracion del equilibrio microbiol6gico en detrimento
de la flora antagonista y biodegradacién acelerada de los fungicidas aplicados reiteradamente
(Jones et al., 2014).

De cualquier manera, las materias fungicidas autorizadas para el control de la
podredumbre blanca de la lechuga en el registro de productos fitosanitarios actualmente son
azoxistrobin, difenoconazol, ciprodinil, fludioxonil, fenhexamida, tebuconazol, fenhexamida,
fluopyram, trifloxistrobin, iprodiona, piraclostrobin y boscalida.

12



2. Objetivos

Como se ha comentado en la introduccidn, el control de los esclerocios de las especies
Sclerotinia sclerotiorum y S. minor, agentes causales de la podredumbre blanca, en suelo es clave
para la reduccion del inéculo primario de estos hongos y, de este modo, reducir el nivel de
infeccion inicial en parcelas de lechuga. Para ello, existe un agente de control biolégico,
Coniothyrium minitans, que parasita los esclerocios de ambas especies. En este sentido, los
objetivos de este trabajo son:

e Poner a punto y utilizar una técnica de tamizado himedo de suelo para la cuantificacion
de esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor que permita determinar el nimero de
esclerocios en suelos de campos comerciales de lechuga.

o Determinar si la aplicacién del agente de biocontrol Coniothyrium minitans en un ciclo

de cultivo de lechuga es efectivo para la disminucion de las poblaciones de esclerocios
viables de S. sclerotiorum y S. minor en suelo.
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3. Materiales y métodos

3.1. Localizacion de las parcelas y toma de muestras

Los experimentos se realizaron con muestras procedentes de tres parcelas de cultivo de
lechuga que habian sufrido infecciones de podredumbre blanca en afios anteriores. Dichas
parcelas se localizaban en: Fuente Alamo, Murcia (Parcela 1), Carnaxide, Lisboa (Parcela 2) y
Algarrobina, Almeria (Parcela 3).

En octubre de 2015, se marcaron dos subparcelas de 10 m? en cada parcela y en cada una
de estas subparcelas se tomaron muestras de suelo para determinar la densidad de los esclerocios
de S. sclerotiorum o S. minor presentes. Para ello, en cada subparcela se recogieron 10 muestras
a 10-20 cm de profundidad creando dos diagonales que forman una cruz imaginaria en el terreno
para obtener muestras los mas representativas posible dentro de la parcela (Figura 5). Las
muestras recogidas fueron de aproximadamente 1 kg, se guardaron en bolsas de papel
individuales, se identificaron con nimeros indicativos de la zona en la que se habia recogido dicha
muestra y se dejaron secar en un invernadero durante 1-3 meses.

Inmediatamente tras la primera recogida de muestras una subparcela de cada parcela se
traté con C. minitans a razon de 2 kg/ha en el riego. Aproximadamente tres semanas después se
plantaron lechugas. La segunda toma de muestras se realizé un afio después, en octubre de 2016,
tiempo después de la finalizacion del ciclo de cultivo de lechuga.

Asi, teniendo en cuenta que se contd con 6 subparcelas, en las que se recogieron 10
muestras en cada una durante dos afios consecutivos, en este trabajo se recogieron y estudiaron
un total de 120 muestras suelo.

Figura 5: Esquema de la técnica utilizada
para la recogida de muestras de suelo en
cada una de las seis subparcelas (2
subparcelas por parcela).

3.2. Extraccion de los esclerocios del suelo

La extraccion de esclerocios del suelo se llevd a cabo en el laboratorio de Patologia
Vegetal de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural.

El procedimiento elegido la para recuperacion de esclerocios del suelo y determinacién
los niveles poblacionales de los mismos en las diferentes parcelas estudiadas, fue la técnica de
tamizado humedo. El método consistia en que a partir de cada muestra de suelo, se extrajeron tres
submuestras por separado de 100 g, tomadas aleatoriamente de cada una de las muestras de 1 kg
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de suelo completamente mezclado y desmenuzado previamente con la ayuda de un martillo. Las
submuestras se lavaron a fondo con agua del grifo en un tamiz de 0,5 mm de poro (Figura 6A), el
residuo se deseché y el material que queda en el tamiz se analizé visualmente para encontrar
esclerocios de Sclerotinia spp. (Figura 6B Y 6C). Al final del proceso se cuantificd el nimero de
esclerocios por 100 gramos de suelo.

3.3. Determinacioén de la viabilidad de los esclerocios

Para determinar el potencial de cada esclerocio recolectado en las muestras de suelos para
causar enfermedad, éstos se esterilizaron superficialmente en lejia doméstica al 25% durante 1
minuto y medio y se lavaron dos veces con agua estéril (Figura 7A) para sembrarlos en placas
medio de cultivo patata dextrosa agar con la adicién de 0,5 g por litro de sulfato de estreptomicina
(PDAS) (Figura 7B) e incubandolos a 20°C en la oscuridad, para comprobar si se producia
germinacion. Se evalud el crecimiento micelar diariamente y se eliminaron los esclerocios ya
germinados para evitar que la colonia en desarrollo creciera por encima de los esclerocios no
germinados en la misma placa. En las placas en las que se produjo crecimiento miceliar de
morfologia similar a la de S. minor y S. sclerotiorum, las colonias fueron repicadas a nuevas
placas de medio de cultivo PDAS para obtener cultivos puros de los hongos (Figura 7C).

Figura 6: A) Tamizado himedo de una submuestra de suelo. B) Extraccion de esclerocios en el
material retenido en el tamiz tras el tamizado humedo. C) Esclerocio de Sclerotinia spp.
encontrado tras el tamizado humedo.
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Figura 7: A) Esterilizacion superficial en lejia y agua esterilizada de los esclerocios. B) Cultivo
de esclerocios en placas de PDAS. C) Cultivo puro de S. minor.
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4. Resultados y discusion

Las tablas que se muestran a continuacion (Tablas 1, 2, 3, 4, 5y 6) muestran los niveles
poblacionales de los esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor obtenidos a través del tamizado
himedo en las parcelas estudiadas en los afios 2015 y 2016.

En cada tabla se puede observar el nimero medio de esclerocios encontrados en cada
muestra de suelo (promedio de las tres submuestras) y el nimero de esclerocios obtenidos en total
en cada subparcela (promedio del nimero de esclerocios de cada muestra). Ademas, los nimeros
sombreados representan esclerocios viables, es decir, los esclerocios que, tras ser esterilizados,
colocados en placas de PDAS e incubados a 20°C, germinaron y dieron lugar a una colonia de
Sclerotinia ssp. Podemos distinguir la especie a la que pertenece cada uno de los esclerocios
germinados seguln el color del nimero en el area sombreada. Los nUmeros azules representan
esclerocios pertenecientes a la especie S. sclerotiorum y los nimeros rojos son los pertenecientes
a la especie S. minor.

En la parcela 1, en el primer afio de estudio (2015, Tabla 1) el nimero medio de
esclerocios varié desde 0,33 a 1,67 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no se iba
a tratar con C. minitans, y en ella se obtuvo una media de 0,83 esclerocios por 100g de suelo,
mientras que el nimero medio de esclerocios en la subparcela que se iba a tratar con C. minitans
vario de 0 a 1,33 esclerocios por 100g de suelo, obteniéndose una media de 0,67 esclerocios por
100g de suelo. De entre los esclerocios obtenidos, fueron viables solo los encontrados en las
muestras 8.1 y 8.2 de la subparcela que seria tratada con C. minitans. Dichos esclerocios se
identificaron como pertenecientes a la especie S. minor.

En la parcela 1, en el afio 2016 (Tabla 2) el nimero medio de esclerocios varié desde 0 a
0,33 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no iba a ser tratada con C. minitans y se
obtuvo una media de 0,13 esclerocios por 100g de suelo. Mientras que en la subparcela tratada
con C. minitans el nimero medio de esclerocios varié de 0a 0,67 esclerocios por 100g de suelo,
con una media de 0,20 esclerocios por 100g de suelo. De entre los esclerocios obtenidos, fueron
viables el esclerocio encontrado en la muestra 3.1 de la subparcela sin C. minitans y los
esclerocios encontrados en las muestras 3.2 y 3.3 de la subparcela tratada con C. minitans. Todos
los esclerocios viables eran de la especie S. sclerotiorum.

En la parcela 2, en el primer afio de estudio (2015, Tabla 3) el nimero medio de
esclerocios vari6 desde 0,33 a 2,33 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no se iba
a tratar con C. minitans y se obtuvo una media de 1,07 esclerocios por 100g de suelo. Por otro
lado, el nimero medio de esclerocios en la subparcela que se iba a tratar con C. minitans el conteo
varié de 0 a 1 esclerocios por 100g de suelo, obteniéndose una media de 0,53 por 100g de suelo.
De los esclerocios obtenidos fueron viables el encontrado en la muestra 2.2 de la subparcela sin
C. minitans y uno de los cuatro esclerocios encontrados en la muestra 7.1 de la subparcela sin C.
minitans. Ambos esclerocios viables se identificaron como pertecientes a la especie S. minor.

Enla parcela 2, el segundo afio de estudio (2016, Tabla 4), el nimero medio de esclerocios
varié desde 0 a 1 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no iba a ser tratada con C.
minitans y se obtuvo una media de 0,43 esclerocios por 100g de suelo. Mientras que en la
subparcela tratada con C. minitans el nimero medio de esclerocios vari6 de 0 a 1,33 esclerocios
por 100g de suelo, con una media de 0,57 esclerocios por 100g de suelo. De los esclerocios
obtenidos fueron viables los esclerocios de S. slerotiorum encontrados en la muestra 1.2 y 6.3 de
la subparcela tratatada con C. minitans.

En la parcela 3, en el primer afio de estudio (2015, Tabla 5), el numero medio de
esclerocios varié desde 0 a 0,33 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no iba a tratada
con C. minitans y se obtuvo una media de 0,13 esclerocios por 100g de suelo. Mientras que en la
subparcela tratada con C. minitans el nimero medio de esclerocios varié de 0 a 0,67 esclerocios
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por 100g de suelo, con una media de 0,37 esclerocios por 100g de suelo. De los esclerocios
obtenidos ninguno germiné en las placas de PDAS, por tanto, se determind gque ninguno era
viable.

En la parcela 3, en el afio 2016 (Tabla 6) el nimero medio de esclerocios vari6 desde 0 a
0,67 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela que no iba a ser tratada con C. minitans y se
obtuvo una media de 0,27 esclerocios por 100g de suelo. Mientras que en la subparcela tratada
con C. minitans el nimero medio de esclerocios varié de 0 a 1,67 esclerocios por 100g de suelo,
con una media de 0,40 esclerocios por 100g de suelo. De los esclerocios obtenidos en esta parcela
ninguno germind en las placas de PDAS, por ello, se determind que ninguno era viable como en
el primer afio.

Con los datos de las tablas anteriormente mostradas, se realizé un estudio estadistico
(ANOVA Simple P<0,05) comparando en cada parcela y afio las diferencias entre la subparcela
tratada con C. minitans y la no tratada con C. minitans. Dicho estudio se muestra en la Tabla 7.

En la parcela 1, en el primer afio de estudio, la subparcela que no se iba a tratar con C.
minitans tuvo un valor medio de 0,83 esclerocios por 100g de suelo y la subparcela que se iba a
tratar con C. minitans después de la toma de muestras de suelo tuvo un valor medio de 0,67 por
100g de suelo esclerocios, ambos valores sin diferencias significativas.

En la parcela 1, en el primer segundo afio de estudio, tras el tratamiento con C. minitans,
la subparcela sin C. minitans tenia un valor medio de esclerocios de 0,13 por 100g de suelo y la
parcela con C. minitans de 0,20 por 100g de suelo, dichos valores tampoco presentaron diferencias
significativas.

En la parcela 2, en el primer afio de estudio, el valor medio de esclerocios por 100g de
suelo en la subparcela sin C. minitans y la subparcela que seria tratada con C. minitans después
de la toma de muestras de suelo, eran de 1,07 y de 0,53, respectivamente. Dichos valores no
mostraron diferencias significativas.

En la parcela 2, en el segundo afio de estudio, tras el tratamiento con C. minitans, la
subparcela sin C. minitans tenia un valor medio de esclerocios por 100g de suelo de 0,43 y la
parcela con C. minitans de 0,57, dichos valores tampoco presentaron diferencias significativas.

En la parcela 3, en el primer afio de estudio, se obtuvo una media de 0,13 esclerocios por
100g de suelo en la subparcela sin C. minitans y 0,37 esclerocios por 100g de suelo en la
subparcela que seria tratada con C. minitans, dichos valores mostraron diferencias significativas.

En la parcela 3, en el segundo afio de estudio, tras tratar con C. minitans los valores fueron
de 0,27 esclerocios por 100g de suelo en la subparcela sin C. minitans y 0,40 esclerocios por 100g
de suelo en la parcela con C. minitans, pero no hubo diferencias significativas entre ambos
valores.

18



Tabla 1: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 1 en el afio 2015

Sin C. minitans Con C. minitans
a
Muestra 1Submt;estras3 Media® 1Subm;estras3 Media

1 1¢ 1 1 1,00 0 0 1 0,33
2 2 1 1 1,33 1 1 0 0,67
3 1 2 2 1,67 1 1 0 0,67
4 1 1 1 1,00 0 0 0 0,00
5 1 0 1 0,67 1 1 0 0,67
6 1 1 0 0,67 2 0 1 1,00
7 0 1 1 0,67 3 0 0 1,00
8 1 0 0 0,33 g 1 0 0,67
9 0 1 0 0,33 1 0 0 0,33
10 1 0 1 0,67 2 2 0 1,33

Total 0,83 Total 0,67

aCada submuestra es de 100 gr.

bNmero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.

‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.

dLos niimeros sombreados representan esclerocios viables. El color de los niimeros representan la especie a la que
pertenecen. Los nimeros azules representan esclerocios pertenecientes a la especie S. sclerotiorum y los esclerocios
rojos son los pertenecientes a la especie S. minor.

Tabla 2: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 1 en el afio 2016

Sin C. minitans Con C. minitans
a
Muestra 1Subml;estras3 Media® 1Subm;estras3 Media

1 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
2 0 1 0 0,33 0 0 0 0,00
3 14 0 0 0,33 0 1 1 0,67
4 0 0 0 0,00 1 0 0 0,33
5 0 0 1 0,33 0 0 0 0,00
6 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
7 0 0 0 0,00 0 1 0 0,33
8 0 1 0 0,33 1 0 0 0,33
9 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
10 0 0 0 0,00 1 0 0 0,33

Total 0,13 Total 0,20

aCada submuestra es de 100 gr.

bNmero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.

‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.

dLos nimeros sombreados representan esclerocios viables. El color de los ndmeros representan la especie a la que
pertenecen. Los nimeros azules representan esclerocios pertenecientes a la especie S. sclerotiorum y los esclerocios
rojos son los pertenecientes a la especie S. minor.
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Tabla 3: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 2 en el afio 2015

Sin C. minitans Con C. minitans
a
Muestra 1Submt;estras3 Media? 1Subm;estras3 Media

1 0 1 1 0,67 0 1 1 0,67
2 1 i 0 0,67 1 0 0 0,33
3 3 1 2 2,00 0 0 2 0,67
4 0 0 1 0,33 1 2 0 1,00
5 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
6 0 2 0 0,67 0 1 1 0,67
7 1/4 2 1 2,33 1 0 0 0,33
8 1 1 1 1,00 0 0 0 0,00
9 1 2 0 1,00 1 0 0 0,33
10 0 2 3 1,67 2 0 1 1,00

Total 1,07 Total 0,53

aCada submuestra es de 100 gr.

bNmero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.

‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.

dLos niimeros sombreados representan esclerocios viables. El color de los nimeros representan la especie a la que
pertenecen. Los nimeros azules representan esclerocios pertenecientes a la especie S. sclerotiorum y los esclerocios
rojos son los pertenecientes a la especie S. minor.

Tabla 4: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 2 en el afio 2016

Sin C. minitans Con C. minitans
Submuestras® . Submuestras .
Muestra 1 ” 3 Media 1 ) 3 Media

1 0 1 0 0,33 2 14 0 1,00
2 0 0 0 0,00 1 1 2 1,33
3 0 1 1 0,67 0 1 0 0,33
4 1 0 1 0,67 1 0 0 0,33
5 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
6 1 1 1 1,00 0 1 2 1,00
7 1 0 1 0,67 0 0 0 0,00
8 0 0 0 0,00 1 1 0 0,67
9 0 1 1 0,67 1 1 0 0,67
10 1 0 0 0,33 0 1 0 0,33
Total 0,43 Total 0,57

@Cada submuestra es de 100 gr.

bN(mero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.

‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.

dLos nimeros sombreados representan esclerocios viables. El color de los ndmeros representan la especie a la que
pertenecen. Los nimeros azules representan esclerocios pertenecientes a la especie S. sclerotiorum y los esclerocios
rojos son los pertenecientes a la especie S. minor.
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Tabla 5: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 3 en el afio 2015

Sin C. minitans Con C. minitans
a
Muestra 1Submt;estras3 Media? 1Subm;estras3 Media

1 0° 1 0 0,33 0 0 1 0,33
2 1 0 0 0,33 0 0 0 0,00
3 0 0 0 0,00 0 0 2 0,67
4 0 0 0 0,00 0 2 0 0,67
5 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
6 0 0 0 0,00 0 0 1 0,33
7 0 1 0 0,33 0 1 1 0,67
8 0 0 0 0,00 1 0 1 0,67
9 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
10 1 0 0 0,33 0 1 0 0,33

Total 0,13 Total 0,37

Cada submuestra es de 100 gr.
bNmero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.
‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.

Tabla 6: Cuantificacion de esclerocios en la Parcela 3 en el afio 2016

Sin C. minitans Con C. minitans
a
Muestra 1Subml;estras3 Media? 1Subm;estras3 Media

1 0 1 0 0,33 0 1 0 0,33
2 1 0 1 0,67 0 0 0 0,00
3 0 0 2 0,67 2 2 1 1,67
4 0 0 0 0,00 0 0 0 0,00
5 1 0 0 0,33 1 0 0 0,33
6 0 0 0 0,00 0 0 1 0,33
7 1 1 0 0,67 0 1 0 0,33
8 0 0 0 0,00 0 1 0 0,33
9 0 0 0 0,00 0 0 1 0,33
10 0 0 0 0,00 1 0 0 0,33

Total 0,27 Total 0,40

aCada submuestra es de 100 gr.
®Ndmero medio de esclerocios por 100 gr de suelo.
‘Representan el nimero de esclerocios obtenidos en total en cada subparcela.



Tabla 7: Comparacion de los valores medios de numero de esclerocios por 100 gr de suelo entre
las subparcelas con o sin aplicacién C. minitans en las parcelas de estudios (1,2 y 3) en los afios

2015y 2016.
Parcela - — 2015 — - — 2016 —
Sin C. minitans | Con C. minitans | Sin C. minitans | Con C. minitans
1 0,83+0,4 0,67+0,4 0,13+0,2 0,20+0,2
2 1,07+0,7 0,53+0,3 0,43+0,35 0,57+0,44
3 0,13+0,17 0,37*+0,29 0,2740,3 0,40+0,5

* Diferencias significativas (P<0,05)

En este trabajo se ha puesto a punto una metodologia de tamizado himedo de suelo para
la cuantificacion de esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor en suelos de cultivo de lechuga.
Esta metodologia fue descrita anteriormente por Subbarao et al. (1994).

La mayoria de los métodos de cuantificacién de esclerocios se basan en evaluar una
cantidad conocida de suelo naturalmente infestado usando: i) tamizado hdmedo, ii)
modificaciones de tamizado en himedo como el tamizado himedo, seguido por flotacion de
glicerol, o iii) la adaptacion de métodos cominmente usados para extraccion de nematodos. No
obstante, Subbarao et al. (1994) recomienda usar la metodologia del tamizado humedo porque
tiene la ventaja de ser rapida y comoda.

Esta metodologia ya ha sido usada anteriormente en otros trabajos en los que se preciso
un estudio del nivel de la poblacién de esclerocios de Sclerotinia spp. en suelo, tales como los
publicados por Wu et al. (2008) y Chitrampalam et al. (2010a y b).

Por otro lado, esta metodologia presenta ciertas dificultades para la persona que la lleva
a cabo. Entre las dificultades que se encontraron durante la realizacion de este trabajo para poner
a punto esta metodologia en el laboratorio se puede destacar:

1. La dificultad de distinguir en muchas ocasiones los esclerocios de otras particulas de
suelo como piedras, turba 0 materia organica prensada u otras particulas con tamafio y
color similares a la de los esclerocios.

2. Ladificultad en obtener germinacién y cultivos puros de Sclerotinia spp. a partir de los
esclerocios latentes recogidos del suelo.

Para resolver el primer inconveniente y comprobar si las particulas separadas eran
efectivamente esclerocios, en numerosas ocasiones se procedié a observarlas con la lupa y a
presionarlas para comprobar la firmeza de las mismas, ya que los esclerocios son masas de hifas
apelmazadas rodeadas por una capa de melanina resistente (Chitrampalama y Pryor, 2013).
Ademas, para saber si los esclerocios eran viables, se procedio a desinfectar superficialmente las
particulas consideradas esclerocios con lejia doméstica al 25% durante 1 minuto y medio y se
lavaron dos veces con agua esterilizada (Chitrampalama y Pryor, 2013), sembrandose
individualmente en placas de medio de cultivo PDAS y se incubd a 20°C durante una semana.

Respecto al segundo problema, se encontré que en las particulas seleccionadas como
esclerocios crecian en numerosas ocasiones hongos saprofitos porque eran particulas en contacto
con el suelo y estaban muy colonizadas a pesar de haberlas desinfectado externamente con lejia.
Por ello, la obtencidn de cultivos puros fue muy dificil.

Por lo tanto, como consecuencia de estos problemas, el nimero de esclerocios viables

frente al nimero de esclerocios encontrados fue muy bajo y esto dificulta en gran medida la
interpretacion de los resultados obtenidos.
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La relacion entre el niimero de esclerocios viables frente al nimero de esclerocios totales

encontrados se puede observar en la Tabla 8.

Tabla 8: Relacién entre el nimero de esclerocios viables frente al nUmero de esclerocios totales

encontrados.
Parcela - 2015 - 2016
Sin contans Con contans Sin contans Con contans
1 0/25 2/20 1/4 2/6
2 2/32 0/16 0/13 3/17
3 0/4 0/11 0/8 0/12

Cabe destacar, que cada una de las metodologias utilizada en estudios anteriores tiene sus
ventajas y desventajas. Basdndonos en los trabajos de Subbarao et al. (1994), se decidié que el
uso del tamizado himedo podria proporcionar una gran ventaja a la hora de abordar el trabajo, la
rapidez, ya que las identificaciones de los patégenos en el suelo requieren métodos rapidos y
eficaces para grandes cantidades y volimenes de muestra. Consultando otras referencias
bibliogréaficas con relacion a la extraccion de esclerocios del suelo se observé que en los suelos
con mucha materia organica esta técnica era menos eficiente debido a la gran cantidad de
particulas de del mismo color y en el mismo rango de tamafio de los esclerocios (Abd-Elrazik y
Lorbeer, 1980), aunque, en general, éste no era nuestro caso.

En relacion a los resultados obtenidos en cada una de las parcelas y afios estudiados, los
datos finales obtenidos no permiten sacar conclusiones sobre el posible efecto que la aplicacion
de C. minitans haya podido tener en el suelo. Se pudo observar que en la mayoria de las parcelas
no hubo diferencias significativas en las subparcelas tratadas. Cabe destacar que solo se
encontraron diferencias significativas entre la zona tratada y no tratada en la parcela 3, en el
primer afo de estudio, momento en el cual todavia no se habia realizado el tratamiento con C.
minitans. Aunque en un primer momento este resultado pueda parecer extrafio, se puede
considerar como algo normal, debido a que los esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor no se
distribuyen uniformemente en el suelo, sino que frecuentemente presentan una distribucion
agregada (Subbarao, 1998).

Que no se observara una reduccion en el nimero de esclerocios presentes en las parcelas
tratadas con C. minitans en comparacion con las no tratadas puede deberse a varios motivos:

En primer lugar, por una posible aplicacion incorrecta del C. minitans. Este hongo se
comercializa como un preparado fitosanitario granulado dispersable en agua, que contiene esporas
de C. minitans, que es un hongo hiperparasito activo contra los esclerocios y el crecimiento
miceliar de S. sclerotiorum y S. minor en el suelo. C. minitans cepa CON/M/91-08 parasita los
esclerocios presentes en el suelo. De este modo, el nimero de esclerocios viables en el suelo
disminuye. El hongo ataca a los esclerocios mediante la formacion de un micelio filamentoso que
destruye dichas estructuras de resistencia. (Bayer Crop Science, 2017). Las recomendaciones de
la etiqueta del producto son principalmente realizar el tratamiento antes de la plantacion, a 5-15
cm de profundidad y a razon de 4kg/ha. Por ello, cabe la posibilidad de que el producto no fuera
efectivo porque el tratamiento se realizd a razén de 2kg/ha, ademas, es importante la aplicacion
del mismo con un riego abundante. Por otro lado, también tiene gran importancia las condiciones
en las que se utiliza el producto; se debe aplicar preferentemente al atardecer, cuando baja la
temperatura y aumenta la humedad. La actividad de C. minitans es Optima entre 12 y 25°C
(temperatura del suelo) con suelo humedo. Por debajo de 0°C o por encima de 27°C su actividad
se detiene. Cuando las condiciones vuelven a ser favorables, C. minitans retoma su actividad. Sin
embargo, no sabemos con certeza si los tratamientos en campo fueron realizados ajustandose al
méaximo las recomendaciones de uso.
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Otro aspecto muy importante es la posibilidad de que un afio de estudio no sea suficiente
para comprobar el efecto del tratamiento con C. minitans en la reduccion de esclerocios en el
suelo. De hecho, Chitrampalam et al. (2010b) realiz6 un experimento de tres afios de duracion
para determinar la eficacia de C. minitans en la pudricion blanca de la lechuga provocada por
Sclerotinia spp. frente a fungicida registrado con las materias activas Pyraclostrobin vy
Epoxiconazole. Todas las pruebas demostraron que el nimero de esclerocios disminuia
significativamente al pasar los tres ciclos de cultivo con la utilizaciéon de C. minitans frente a
dicho fungicida. Otros estudios, sin embargo, han demostrado que la realizacion del tratamiento
durante un ciclo de cultivo puede ser efectiva. Chitrampalam et al. (2010a) realizaron
experimentos con una sola aplicacion de C. minitans al momento de la siembra que redujeron
significativamente la incidencia de la podredumbre blanca en todos los tipos de lechuga incluso
bajo una alta presién de la enfermedad. Ademas, no hubo diferencias significativas entre las dosis
de aplicacion recomendadas y mas altas (4.4 kg/ha) con el agente de biocontrol C. minitans o
entre una o dos aplicaciones del producto, las cuales se realizaban después del aclareo
aproximadamente 4 semanas después de la siembra.
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5. Conclusion

e Enlos suelos de las tres parcelas de lechuga estudiadas en los que se aplicd el agente de
biocontrol Coniothyrium minitans, no se encontraron diferencias significativas en el
numero de esclerocios por 100 gramos de suelo entre las subparcelas tratadas y no
tratadas una vez transcurrido un afio desde el momento de la aplicacion.
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