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RESUMEN

El marchitamiento o Fusariosis vascular de la lechuga, ocasionado por
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae J.C. Hubb. & Gerik (Fol), es una de las
enfermedades mas importantes para el cultivo de la lechuga tanto por los danos que
ocasiona como por la dificultad que presenta su manejo. Esta enfermedad es
considerada econdmicamente muy importante y devastadora, no existiendo en la
actualidad un manejo sanitario que permita disminuir su incidencia una vez instalada
en el cultivo. Con el objetivo de realizar aportes al manejo integrado de esta importante
enfermedad, se probé la eficacia de un grupo fungicidas para la prevencion y/o el
control del marchitamiento o fusariosis vascular de la lechuga. Para ello se obtuvieron
aislamientos de F. oxysporum a partir de plantas de lechuga con sintomas de
marchitamiento y se determiné su pertenencia a la forma especial /actucae utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con un grupo de los aislamientos
obtenidos se llevo a cabo un ensayo in vivo en el que se evaluaron tres fungicidas
registrados para el manejo de otras enfermedades ocasionadas por diferentes hongos
de suelo, incluyendo formas especiales de F. oxysporum, frente a Fol. El analisis
cuantitativo y cualitativo del desempefio de los principios activos utilizados permitio
concluir que los fungicidas aplicados no ejercieron un control eficaz de Fol en las

condiciones particulares del ensayo.

Palabras claves: lechuga, Fusarium oxysporum, fungicida.



INTRODUCCION

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta anual herbacea y autégama de la
familia de las Asteraceas (llamada anteriormente Compuestas). El nombre genérico
Lactuca deriva del latin “lac”, que significa “leche”, y que se asocia con la presencia de
latex en esta especie, mientras que el epiteto sativa se refiere a que es una especie
cultivada. Su consumo se remonta a aproximadamente 2.300 afios; los griegos y los
romanos la conocian, aunque no consumian las mismas variedades que se utilizan en
la actualidad. El origen de la especie no esta bien definido, pues algunos sostienen
que es originaria de Europa Meridional y otros de Asia (Muguiro, 2014). En su estado
silvestre se caracteriza por plantas pequefas y de sabor amargo, pero la seleccién del
hombre a lo largo del tiempo ha producido gran variedad. Es la mas importante dentro
del grupo de las hortalizas de hoja; habitualmente se consume cruda en ensaladas, es
ampliamente conocida y se cultiva casi en todos los paises del mundo.

Es una especie que prefiere ambientes templados y humedos, pero existen un
gran numero de cultivares que se adaptan a una gama muy amplia de climas. En
términos generales es sensible a las heladas, aunque algunos cultivares pueden
resistir varios grados bajo cero. En condiciones extremas de temperatura baja y alta
(invierno y verano) tiene problemas de produccion (Sinavimo, 2017).

En la Argentina su cultivo se ha expandido en zonas templadas con menor
amplitud térmica como Mar del Plata (con clima maritimo fresco en verano) y Santiago
del Estero y Santa Fe (con temperaturas moderadas en invierno). En otras zonas
como La Plata, Gran Buenos Aires y Rosario se cultiva durante todo el afio (Ferrato y
Rodriguez, 2010). Esto la convierte en uno de los cultivos horticolas de mayor
importancia, abarcando el 4,2% del total de la superficie implantada con hortalizas a
nivel nacional. El 96% de esta superficie se cultiva a campo y solo el 4% restante se

realiza bajo cubierta (CNA, 2002).



La provincia de Buenos Aires es la mayor productora de lechuga a nivel
nacional, concentrando el 38,1% del total de la superficie del pais dedicada a esta
hortaliza (CNA, 2002) y el 87% de la superficie destinada a su produccion bajo
invernadero (Viteri et al., 2013). Dicha produccién se nuclea en torno a los grandes
centros urbanos, conformando los “cinturones verdes”, denominando asi al territorio
ocupado por quintas o huertas familiares y comerciales que rodea a las ciudades y
donde se producen hortalizas para abastecer a la poblacion urbana. En este
entramado de producciones primario-intensivas, la produccién se caracteriza por la
gran diversificacion de cultivos, cuyo destino es la comercializacion en fresco hacia el
mercado interno (Barsky, 2015).

El Cinturén Horticola de La Plata (CHLP) constituye el area de produccion de
hortalizas mas importante de la Provincia de Buenos Aires. EI CHLP abarca el 46,15%
del total de la superficie provincial destinada a cultivos horticolas, con un promedio
anual de produccién de 75.000 toneladas de hortalizas. El 70% de esta produccion se
cultiva en la zona oeste de Olmos, Etcheverry, Romero y Abasto, mientras que el 30%
restante se produce en Arana, el Parque Pereyra, el sector sur del partido de La Plata
y Gorina (CHFBA, 2005).

En el CHLP se cultivan 1.348,6 ha de lechuga, con un volumen de produccion
anual promedio de 15.260,64 t (CHFBA, 2005). Junto con los cultivos de tomate,
espinaca y pimiento, la lechuga abarca el 90% de la produccién conducida bajo
invernaderos en el CHLP (del Pino, 2016).

La lechuga presenta una gran diversidad dada principalmente por diferentes
tipos de hojas y habitos de crecimiento de las plantas. Dentro de la especie L. sativa

existen cuatro variedades botanicas (Ferrato y Rodriguez, 2010):



* L. sativa var. asparagina L.: llamada lechuga esparrago o de tallo, se la cultiva
por sus tallos suculentos, sus hojas son angostas y puntiagudas, no forman cabeza y

solo se cultivan en China.

* L. sativa var. crispa o intybacea L.: llamada lechuga crespa, de hoja, de corte
o de mata, o francesa; no forman cabeza tienen hojas anchas con margen muy
recortado, sueltas y dispersas. Sus hojas pueden presentar color verde o morado

segun el cultivar comercial.

* L. sativa var. longifolia Lam.: llamada lechuga cos, romana o latina, no forman
un verdadero cogollo, el mismo es alargado, cénico o cilindrico y semicompacto.
Estarian dentro de esta clasificacion las llamadas criollas, gallegas o portefias, las

cuales forman una cabeza, aunque no tan alargadas como la romana.

» L. sativa var. capitata L.: llamada lechuga arrepollada, forman un cogollo
apretado, las hojas son redondeadas y dentro de estas variedades se pueden

distinguir 2 clases:

= De hoja consistente: Crespas, capuchinas, iceberg o batavias; con
cabezas bien firmes, muy resistentes al transporte.

= De hoja mantecosa: Mantecosa, aceitosa o0 crasa; cabezas no tan
firmes, de baja resistencia al transporte, muy cultivadas en Europa y en

los ultimos anos en nuestro pais, principalmente bajo invernadero.

Entre los tipos de lechugas cultivados en el CHLP prevalece el tipo mantecosa
con 602,8 ha implantadas (44,7% del total cultivado) y una produccion de 7.526,64 t
(49,3% del total producido). En cultivos bajo cubierta este tipo de lechuga es también
el que mas superficie abarca (510,4 ha = 74,8% del total) y mayor volumen produce

(6.539,39 t = 75,1 % del total). Los otros tipos de lechuga que se producen, en orden



de importancia segun superficie y volumen, son: criolla, crespa, capuchina, morada y
otras como corazon, crimor, francesa y gallega (CHFBA, 2005).

En la region, los cultivos bajo cubierta han ido ganando superficie desde que el
invernadero llego a la zona, destinandose en sus inicios a los cultivos de mayor valor
econdmico como forma de recuperar de forma rapida la inversién inicial que trae
implicita la adopcion de esta tecnologia. Actualmente, muchos productores que se
inician en la actividad destinan estas estructuras a los cultivos de hoja, en especial
lechuga, repitiendo los ciclos de esta especie en forma continua durante todo el afo.
Como consecuencia de esto, y favorecido por la situacion de monocultivo, se observa
un preocupante incremento de patégenos que ponen en peligro la continuidad del
cultivo en los lotes bajo estas condiciones (Amoia, 2015).

El marchitamiento o Fusariosis vascular de la lechuga, ocasionado por
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae J.C. Hubb. & Gerik (Fol), es una de las
enfermedades mas importantes para el cultivo de la lechuga tanto por los dafos que
ocasiona como por la dificultad que presenta su manejo. La presencia de esta
patologia ha sido recientemente descrita en cultivos de lechuga mantecosa bajo
cubierta en el CHLP (Malbran et al., 2014).

Las plantas afectadas se muestran inicialmente cloréticas y de menor tamanio.
Con el progreso de la enfermedad, los sintomas se agravan y pueden incluir la muerte
de las hojas mas viejas o el colapso de toda la planta (Cabral, 2012). El sintoma
interno caracteristico de la enfermedad es la necrosis de los vasos xilematicos a lo
largo del tallo (Fujinaga et al., 2001; Garibaldi et al., 2004; Scott et al., 2010), los que
adquieren coloracion marrén intensa como consecuencia de la colonizacién del
patdgeno y de las enzimas liberadas por el mismo.

En el proceso de infeccion el patdgeno penetra por la raiz y coloniza el tallo de
las plantas y su sistema vascular. Esta colonizacion se restringe, tanto en cultivares

resistentes como susceptibles, a la region de entrada inicial del patégeno debido a la



oclusion de los vasos por geles, deposiciones de calosa y tilosas. En los cultivares
susceptibles, la colonizacién continta (distribucion secundaria) cuando los geles y
calosas son degradados por el efecto de enzimas pectoliticas del patéogeno y el

crecimiento de las tilosas es inhibido (Gonzalez et al., 2012).

Esta enfermedad es considerada econdmicamente muy importante y
devastadora (Lori et al., 2015), no existiendo en la actualidad un manejo sanitario que
permita disminuir su incidencia una vez instalada en el cultivo. Esto lleva a que
parcelas implantadas con lechuga que muestran los primeros sintomas (retraso en el
crecimiento y clorosis en hojas), sean abandonadas o destruidas por los productores.

Las caracteristicas de este patégeno en cuanto a su supervivencia y
persistencia en los suelos lo convierten en una adversidad muy dificil de erradicar de
las zonas a las que ha ingresado (Gordon y Koike, 2015). Una de las estrategias
adoptadas para el manejo de la enfermedad es intentar reducir la densidad de inéculo
en el suelo a niveles que no sean perjudiciales para los cultivos, por ejemplo, mediante
rotacion de cultivos, eliminacion de hospedantes alternativos, biosolarizacion en
barbechos, etc. (Gordon y Koike, 2015). El uso de cultivares resistentes (Scott et al.,
2010) y/o la implantacion del cultivo en épocas donde el clima es menos propicio para
el desarrollo de la enfermedad (Matheron, 2015) son otras practicas que permiten
contrarrestar el poder destructivo de Fol.

El tratamiento de semillas con productos quimicos o biolégicos constituye una
alternativa efectiva para el manejo de Fol (Gilardi et al., 2005). Sin embargo, no se
encuentran disponibles actualmente tratamientos preventivos y/o curativos que puedan
utilizarse para reducir la incidencia y/o severidad del marchitamiento en las etapas

posteriores del cultivo.

Diversos principios activos han sido probados en cultivos horticolas para el

manejo de enfermedades causadas por otras formas especiales de F. oxysporum. En



tomate se ha evaluado la efectividad de tratamientos con los fungicidas benomil,
carbendazim, procloraz, fludioxonil, bromuconazol y azoxistrobina (Amini y Sidovich,
2010), en papa, por su parte, se han utilizado himexazol, azoxistrobina, fludioxonil y
quinolina (Ayed et al., 2005), mientras que en orégano se han probado carbendazim,

tiabendazol, tiofanato metil, tebuconazole y mancozeb (Yossen y Conles, 2014).

En el desarrollo del presente trabajo se probaron productos registrados para el
manejo de otras enfermedades ocasionadas por diferentes hongos de suelo,
incluyendo formas especiales de F. oxysporum, con el objetivo de evaluar su eficacia

frente a la Fusariosis vascular de la lechuga.

HIPOTESIS

Los fungicidas actualmente disponibles en el mercado para el manejo de
enfermedades ocasionadas por diferentes formas especiales de F. oxysporum y otras
enfermedades producidas por hongos de suelo en cultivos horticolas son efectivos

para prevenir y/o controlar el marchitamiento o Fusariosis vascular de la lechuga.

OBJETIVO GENERAL

Realizar aportes al manejo integrado del marchitamiento o Fusariosis vascular
de la lechuga, causado por Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, disefiando estrategias

preventivas y/o curativas mediante la utilizacion de fungicidas.

OBJETIVOS PARTICULARES



e Obtener aislamientos de Fusarium oxysporum a partir de plantas de lechuga

con sintomas de marchitamiento.

¢ Identificar los aislamientos obtenidos mediante el analisis de sus caracteristicas
morfobiométricas y culturales y confirmar su pertenencia a la forma especial

lactucae utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

e Evaluar el comportamiento de tres productos fitosanitarios quimicos
(fungicidas) frente a F. oxysporum f. sp. lactucae en ensayos in vivo

conducidos bajo invernaculo.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de aislamientos

Los aislamientos se obtuvieron a partir de plantas de lechuga mantecosa con
sintomas de marchitamiento de un lote en produccidén bajo cubierta ubicado en la
localidad de Abasto (Longitud: -58.091656°, Latitud: -35.010628). Las plantas a partir
de las cuales se realizaron los aislamientos provenian de parcelas con sucesivos
cultivos de lechuga, que ya habian manifestado la presencia de esta enfermedad en
campanas anteriores.

Para la realizacion de los aislamientos, las raices se lavaron con agua
corriente, se seccionaron longitudinalmente y se extrajeron trozos de tejido vascular
que manifestaban sintomas necroéticos. Estos trozos se desinfectaron superficialmente
sumergiéndolos sucesivamente en una solucion de alcohol etilico de 70° durante 1 min
y en una solucién de lavandina comercial (55 g de Cl L™") al 5% (v/v) durante 1 min, y
se enjuagaron en agua destilada estéril, para sembrarlos por ultimo en agar papa de

dextrosa al 2% (APD) (Windels et al., 1988).



Después de 5 a 7 dias de incubacion a 23 £ 2°C, se seleccionaron las colonias
que potencialmente pertenecian a F. oxysporum de acuerdo con las caracteristicas
morfoldgicas descritas por Leslie y Summerell (2006).

Los aislamientos seleccionados se repicaron en tubos de ensayo con medio
APD y se incubaron a 23 + 2°C durante 7 a 14 dias, con el fin de realizar la
identificacion taxondmica complementaria mediante el analisis de la ontogenia

conidica y de la morfologia cultural de acuerdo con los criterios de Nelson et al. (1983).

Identificaciéon taxonémica de la forma especial lactucae

La confirmacion de la identidad de los aislamientos obtenidos y su pertenencia
a la f. sp. lactucae se realiz6 mediante PCR especie-especifica utilizando los primers
GYCF1 (5'- CTC CGG ATT TCT GGA GAC TTG - 3') y R943 (5' - CCC ATA CTA TAT
ACC AGA CG - 3') desarrollados por Mbofung y Pryor (2010).

Para la extraccion de ADN, los aislamientos previamente identificados como F.
oxysporum se sembraron en placas de Petri con caldo de papa dextrosado (PDB) al
2% (p/v) incubandose a 23 + 2°C durante 7 dias. El ADN gendmico se obtuvo de
acuerdo con la metodologia de Aljanabi y Martinez (1997). La cantidad y calidad del
ADN extraido se estim6 mediante electroforesis en un gel de agarosa 0,7%, al que se
le adicionaron 0,2 mg mL" de bromuro de etidio (Sambrook y Russell, 2001). La
corrida electroforética se realizé a 80V, en buffer Trisborato-EDTA. Los fragmentos de
ADN se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) y el ADN fue cuantificado por
comparacion con las bandas generadas por el marcador molecular Lambda DNA/Hind
Il (Fermentas, USA).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en volumenes de 20 pL
conteniendo 5-20 ng de ADN fungico. La mezcla de reaccion contuvo 200 uM de cada

nucleétido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,5 uM de cada uno de los primers (GYCF1 y
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R943), 1 unidad de Taq polimerasa (Highway Molecular Biology-InBio-UNICEN-
Tandil), y 1,5 mM de CI,Mg, en buffer de reaccién (50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl, 1%
Triton X-100).

El termociclador (PTC-150 MiniCycler™- M.J. Research, INC., USA) se
programo con una secuencia de ciclos consistentes en: un paso de desnaturalizaciéon
a 95°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion por 30 s, hibridacion a
63°C por 30 s y extension a 72°C por 1 min, finalizando con un paso de extension
durante 1 min. Hasta su recuperacion las reacciones fueron mantenidas a 15°C.

Los productos de amplificacidon se examinaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% (p/v), con 0,2 mg mL™" de bromuro de etidio, y fueron corridos a 80V,
en buffer Trisborato-EDTA. Los fragmentos de ADN se visualizaron bajo luz UV vy el
tamafio de los mismos se estimd por comparacion con las bandas generadas por un
marcador molecular de ADN de 1 kb (Highway Molecular Biology- InBio- UNICEN-

Tandil).

Evaluacién de fungicidas

Para la evaluacion del efecto de los fungicidas seleccionados sobre el
marchitamiento se llevé adelante un ensayo in vivo bajo cubierta en instalaciones de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, intentando reproducir las condiciones de
cultivo que caracterizan al CHLP. El mismo se inici6 el 9 de noviembre de 2016,

finalizando 27 dias después, el 5 de diciembre del mismo afo.

Se dispuso un disefio en bloques completos al azar, con 8 tratamientos, 4
bloques (repeticiones) y 4 plantas por bloque. El esquema de aleatorizacion de los

tratamientos dentro de cada bloque se presenta en la Figura 1.
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Figura 1 - Disefio del ensayo y distribuciéon de los tratamientos en los bloques

Los 8 tratamientos consistieron en la evaluacion de 3 fungicidas (Tabla 1)
aplicados en plantas inoculadas con el patégeno (Fol), los 3 controles
correspondientes a los mismos productos sin presencia de Fol, un control sano sin Fol

ni fungicida y un control inoculado con Fol y sin fungicida.

Tabla 1 - Fungicidas evaluados en el ensayo de campo

Principio activo Marca comercial
Fludioxonilo SCHOLAR 23 SC®
Tiabendazol TECTO 50 SC®

Metil tiofanato TOPSIN FLO ®

Los 8 tratamientos resultantes y los numeros asignados a cada uno se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2 - Tratamientos incluidos en el ensayo in vivo

Nuamero Tratamiento Fol
1 Control sin Fungicida No
2 Control sin Fungicida Si
3 Control Fludioxonilo No
4 Control Tiabendazol No
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5 Control Metil tiofanato No
6 Fludioxonilo Si
7 Tiabendazol Si
8 Metil tiofanato Si

Para producir el in6culo utilizado en los ensayos, un disco de 5 mm de diametro
procedente de una colonia de Fol de 7 dias de desarrollo en APD se transfirid a una
placa de Petri de 9 cm de diametro conteniendo 20 g de arroz pulido humedecido
(40% de agua) y autoclavado. Por cada uno de los aislamientos de Fol a evaluar se
prepararon de esta forma 3 placas de Petri que se incubaron a 23 + 2°C en la
oscuridad durante 15 dias. Una vez que el hongo colonizé completamente el arroz, el
mismo se seco a temperatura ambiente y se molié con molinillo de granos (Lori et al.,
2004).

La concentracion del inéculo se estimé utilizando la metodologia de las
diluciones sucesivas. Para ello se partié de una dilucion inicial de 1:10 (5 g de indculo
en 50 mL de agua estéril), para luego realizar diluciones sucesivas. A partir de la
dilucién 10, cada dilucién sucesiva se sembré por triplicado en placas de Petri con
medio de cultivo de Nash y Snyder (1962). Luego de 7 dias de incubacién a 23°C +
2°C en oscuridad, se realizé el recuento de colonias y se registré la cantidad de
Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC g™). Se utilizé para el recuento la
dilucion 10™'° ya que permitié una distribucién adecuada para la visualizacién y contaje
de las colonias.

Para llevar adelante el ensayo se utilizé suelo obtenido de un lote sin
antecedentes de cultivo de lechuga ubicado en la localidad de Arana, La Plata
(Longitud: -57,93167°, Latitud: -35,01661°). El suelo se tamizé, se incorporé el indculo
y se homogeneiz6 de manera de obtener una concentracién final de 2x10” UFC g™ de

suelo.
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Al momento del trasplante se incorporaron 2x10' UFC de inéculo a cada
maceta en la zona donde se ubicé el plantin correspondiente, con el objetivo de lograr
el mayor contacto posible entre el indculo y la raiz a fin de favorecer el proceso de
infeccion.

Se utilizaron plantines de lechuga mantecosa Cv. Lores que se trasplantaron a
macetas plasticas de 1 L de volumen. Estas se colocaron sobre mesadas que
contaban con proteccién (media sombra) para las horas de mayor intensidad solar. Se
aplicé riego diario de forma manual.

La eleccion de los principios activos, sus correspondientes marcas comerciales
y la determinacién de las dosis a aplicar, se realizaron de acuerdo con las
consideraciones del asesor técnico Ing. Agr. Joaquin Otero de Syngenta Agro S.A. y
se complement6 con el analisis de los antecedentes bibliograficos existentes sobre los
principios activos usados para disminuir los efectos de distintas formas especiales de
F. oxysporum responsables de marchitamientos en otras especies horticolas.

La aplicacion de los productos quimicos se efectudé al momento del trasplante,
usando la metodologia denominada en “drench”, que consiste en dirigir la aplicacion al
cuello de la planta. Se aplicaron por planta 25 mL de la solucién de cada producto.
Para el célculo de las dosis a aplicar para cada producto se consideré un stand de
80.000 plantas ha™ y un volumen de aplicacién de 2.000 L ha™. Las dosis aplicadas se

detallan en la Tabla 3.

Tabla 3 - Dosis aplicadas para cada uno de los fungicidas probados en el ensayo in vivo

., , , Dosis
Principio activo Marca comercial
ml/ha ml/litro
Fludioxonilo SCHOLAR 23 SC® 760 0,38
Tiabendazol TECTO 50 SC® 1000 0,5
Metil tiofanato TOPSIN FLO® 1000 0,5
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Con el fin de evaluar la respuesta de los distintos principios activos usados
frente a la enfermedad se realizaron observaciones diarias desde el inicio del ensayo
in vivo. A los 13 dias post inoculaciéon (dpi), se realizé una evaluacion parcial que
consistio en la observacion de la aparicion de sintomas de la enfermedad o de
cualquier otro factor que los pudiera provocar (ej.: fitotoxicidad). A los 22 dpi se realiz6
una evaluacién de cada planta segun su estado, clasificandolas en planta sana o
planta enferma.

A los 26 dpi se dio por finalizado el ensayo, considerando el estado general que
mostraban las plantas, a los efectos de observar diferencias entre tratamientos. Se
procedio a la cosecha de las plantas con la precaucién de extraer y no afectar la zona
radicular. Las plantas descalzadas se clasificaron por su estado general, considerando
parte aérea y radicular en forma conjunta. Para ello, y tomando como referencia el
modelo usado por Cabral (2012) adaptado de Santos (1999), se construyé una escala
acorde a las condiciones del ensayo (cultivar, ambiente y tratamientos). Se
establecieron 5 niveles de severidad, con valores entre 0 y 4, considerando los
sintomas tipicos de la enfermedad: pérdida de turgencia, clorosis en hojas y
disminucion del tamafio de la planta (Figura 2). Los niveles resultantes fueron los
siguientes:

0: planta sana

1: tamarno de planta y desarrollo radicular reducido.

2: clorosis en primeras hojas. Tamano y desarrollo radicular muy reducidos.

3: clorosis generalizada en hojas y presencia de necrosis. Tamafo y

desarrollo muy reducidos.

4: planta muerta.
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Figura 2 - Escala de severidad construida para la evaluacién del ensayo in vivo

Los valores de severidad obtenidos al aplicar la escala se analizaron utilizando
el método estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis con un nivel de significancia
del 5%.

Por otro lado, se selecciond una planta por tratamiento y por bloque y se
verifico la presencia de necrosis vascular. Para ello se practicd un corte longitudinal de
la raiz para observar los sintomas internos de la enfermedad. De las plantas que
mostraron el sintoma necrético caracteristico producido por Fol, se realizaron
aislamientos y se obtuvieron colonias del patégeno con el fin de comprobar su
identidad repitiendo la PCR especie-especifica como fuera descrito previamente.

También se cuantifico la longitud total de planta (parte aérea + raiz) y el peso
seco de plantas enteras. Para realizar ambas evaluaciones, previamente se procedi6 a
lavar las raices de las plantas con agua corriente para eliminar los restos de suelo o

cualquier materia extrafia presente. Las plantas se protegieron con papel,
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manteniendo la identidad de cada una (tratamiento y bloque), y fueron secadas en
estufa con circulacion de aire hasta peso constante.

Los valores de longitud total y peso seco de las plantas cosechadas se
estudiaron mediante analisis de Varianza (ANOVA), realizandose también los analisis
de correlacion entre los parametros analizados. En los casos en que el resultado del
ANOVA arroj6 la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos se
aplico el test de Tukey para el estudio de las diferencias entre las medias de los
tratamientos con un nivel de significancia del 5%. Los datos obtenidos fueron

sometidos a analisis estadistico utilizando el paquete informatico InfoStat (v. 2017p).

RESULTADOS

De las plantas de lechuga mantecosa con sintomas de marchitamiento
obtenidas de un lote en produccién se obtuvieron 8 aislamientos identificados
inicialmente como Fusarium sp. Las colonias obtenidas presentaron aspecto
algodonoso y color violeta con variantes de intensidad (de oscuro a palido), aspectos
caracteristicos de F. oxysporum (Leslie y Summerell, 2006). Microscopicamente se
observé abundante presencia de microconidios unicelulares producidos en falsas
cabezas sobre monofidlides cortas y presencia de clamidosporas, caracteristicas

tipicas de la especie (Nelson et al., 1983) (Figura 3).

Figura 3 - Imagen microscopica de un cultivo de Fusarium 17
oxysporum en la que se pueden observar las hifas delgadas y
septadas y la presencia de microconidios en falsas cabezas sobre
fialides cortas



La reaccion de PCR especie-especifica permitié confirmar la pertenencia de los
aislamientos obtenidos a la f. sp. /actucae. En todos los casos se verifico la presencia

de una banda de 936 bp. (Figura 4).

T 5 B ¥ 8 @

Blanco Controles [ Tratamientos evaluados

(+} (=)

Figura 4 - Gel de agarosa mostrando el resultado de la reaccién de PCR especie-especifica para la
identificacion molecular de los aislamientos de F. oxysporum f. sp. lactucae

A partir de estos aislamientos se gener6 el inéculo utilizado en el ensayo in

vivo.

Tabla 4 - Promedios de severidad del marchitamiento, peso seco y longitud total de la planta obtenidos
para cada uno de los tratamientos en el ensayo in vivo

Tratamiento Descripcion Severidad Peso seco Long. total
1 Control sin Fol 0@ 4,76° 29,46°
3 Control Fludioxonilo sin Fol 0@ 4,76° 26,5°
5 Control Metil tiofanato sin Fol 0°? 492 28,67°
8 Metil tiofanato con Fol 2,33° 0,61° 12,58°
2 Control con Fol 3,25° 0,38° 8,83°
6 Fludioxonilo con Fol 3,33° 0,33° 9,38°
4 Control Tiabendazol sin Fol 367° 0,04° 2,46°
7 Tiabendazol con Fol 3,75° 0,04° 3,79°

,b, P . . . . ge .
€. valores con una letra comin no presentan diferencias significativas al 5%.
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Existieron diferencias significativas entre los tratamientos para los parametros
severidad del marchitamiento (H = 71,83; p-value <0,0001) y peso seco de la planta
entera (F = 257,39; p-value <0,0001) (Tabla 4). Sin embargo, no existieron diferencias
significativas entre los distintos fungicidas probados para estas variables,
diferenciandose unicamente los tratamientos inoculados con Fol de los no inoculados.
La excepcidbn a este comportamiento la constituyé el tratamiento control con
Tiabendazol, que presentd valores de severidad que no se diferenciaron
significativamente de los tratamientos inoculados (Tabla 4). Las plantas pertenecientes
a este tratamiento se vieron muy afectadas desde los primeros momentos post
aplicacion, con sintomas de clorosis y pérdida de turgencia, finalizando el ensayo con
escaso crecimiento y marchitez muy marcada.

Resultados similares fueron obtenidos para la longitud de la planta (F = 117,99;
p-value <0,0001), aunque en este caso los dos tratamientos con Tiabendazol se
diferenciaron significativamente del resto (Tabla 4).

Se observaron correlaciones negativas y significativas de la severidad con la
longitud (-0,96; p-value < 0,0001) y el peso seco (-0,92; p-value <0,0001). La longitud
y el peso seco, por su parte, mostraron una correlacion positiva y significativa (0,94; p-
value < 0,0001).

Una vez finalizado el ensayo se cosecharon 12 plantas (1 por cada uno de los
tratamientos sin inocular y 2 por cada uno de los tratamientos inoculados). A partir de
los tejidos vasculares de estas plantas se realizaron reaislamientos. Todos los
tratamientos inoculados con Fol produjeron colonias fungicas con las caracteristicas
tipicas de la especie mientras que no se verificd la presencia de colonias fungicas en
los tratamientos no inoculados. Se seleccionaron 8 de los aislamientos obtenidos (uno
por cada una de las plantas pertenecientes a los tratamientos inoculados) para
confirmar la identidad con Fol mediante PCR-especie especifica. Para todas las

colonias obtenidas a partir de los reaislamientos se observoé la presencia de una banda
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de 936 bp, confirmando que los sintomas observados se correspondieron con la

presencia del patégeno.

DISCUSION

En el presente trabajo se evalud la capacidad de los fungicidas fludioxonilo,
tiofanato metil y tiabendazol para disminuir y/o controlar el marchitamiento de la
lechuga ocasionado por F. oxysporum f. sp. lactucae.

La obtencion de aislamientos positivamente identificados como Fol a partir de
plantas extraidas de un lote en produccion en la zona de La Plata, confirma los
recientes reportes de la presencia de este patdégeno en la zona (Malbran et al., 2014).

Los resultados obtenidos no permitieron verificar un efecto positivo de los
principios activos utilizados en la disminucion de los sintomas del marchitamiento de la
lechuga. Esto podria deberse, al menos parcialmente, a la alta densidad de in6culo
utilizada. En el presente ensayo, se utilizaron concentraciones de 2x10” UFC g de
suelo mas el agregado de 2x10" UFC en el cuello de las plantas al momento del
trasplante, buscando obtener una alta presion de inéculo que favoreciera la infecciéon
de los plantines. Estas concentraciones, sin embargo, resultan muy superiores a las
citadas por otros autores. Scott et al. (2010), por ejemplo, citan densidades de
inoculacién con Fol de 5x10° UFC g™, mientras que Gilardi et al. (2005) inocularon
plantas de lechuga por inmersién de raices con densidades de de 1x10°® UFC g”.
Amini y Sidovich (2010), trabajando con F. oxysporum f. s. lycopersici en tomate, por
su parte, usaron una densidad de 1x10° UFC g para verificar el efecto de
tratamientos con fungicidas en el marchitamiento de esta especie. Como
consecuencia, la alta concentracion de indculo aplicada podria haber actuado en

detrimento del desempefio de los principios activos probados.
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Referido al momento de aplicacién del fungicida, Amini y Sidovich (2010)
indicaron que la disminucion del periodo entre la aplicacion del fungicida y la infeccion
generalmente resultdé en un aumento de la eficacia del control. En nuestro caso,
ambas acciones se realizaron simultaneamente.

Los principios activos evaluados en el presente trabajo poseen diferentes
caracteristicas en cuanto a su modo de accion. El fludioxonilo o fludioxonil (fenilpirrol)
ejerce su accion fungicida por contacto, a través de la interferencia del proceso de
regulacion osmética de las membranas celulares de los hongos, provocando la ruptura
de las células (FRAC CODE: 12) (FRAC, 2017). El tiofanato metil, por su parte, es un
fungicida sistémico, de accion preventiva y curativa, mientras que el tiabendazol
(bencimidazol) es un fungicida sistémico de amplio espectro. Ambos actuan afectando
la mitosis y divisién celular (FRAC CODE: 1) (CASAFE, 2011; FRAC, 2017).

Estos principios activos han sido evaluados en otros cultivos y no han mostrado
buena eficacia. Amini y Sidovich (2010) trabajaron en tomate para el control de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, y citaron el buen desempefio de fungicidas
cuyo modo de accion actua impidiendo la sintesis de ergosterol lo que produce
alteraciones en las membranas celulares del hongo (Procloraz y Bromuconazol,
FRAC: 48); en la misma experiencia aquellos fungicidas que actian interfiriendo la
sintesis del DNA, la mitosis y el mecanismo de transmision de mensajes genéticos del
DNA al RNA (Benomil y Carbendazim; FRAC: 32), mostraron una eficacia algo menor.
Yossen y Conles (2014) trabajaron en orégano para el control de F. oxysporum en un
ensayo in vitro y describieron que el fungicida que mejor se desempend fue
Tebuconazole, de mismo modo de accién que los citados por Amini y Sidovich (FRAC:
48). Por su parte Ayed et al. (2005), cita que, en papa, para el control de F.
oxysporum f. sp. tuberosi, el principio activo de mejor desempefio fue el que actud
interfiriendo la sintesis del DNA, la mitosis y el mecanismo de transmision de mensajes

genéticos del DNA al RNA (FRAC: 32), en coincidencia con lo sefialado anteriormente.
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Estos antecedentes pueden servir de base para la planificacion de futuros ensayos,
seleccionando productos que posean estos modos de accion.

Los tratamientos con Tiabendazol no presentaron diferencias entre si,
observandose en ambos, sintomas de clorosis en las hojas, pérdida de turgencia y
disminucion del tamafio de la planta desde los 5 dias posteriores a su aplicacion.
Estos sintomas se condicen con los generados por efectos de fitotoxicidad,
considerando la misma como un efecto detrimental, nocivo o dafino de una sustancia
quimica aplicada que se puede expresar en distintos érganos en la planta (Ochoa et
al., 2012).

Es necesario seguir avanzando en nuevos ensayos donde se puedan evaluar
distintas dosis, y que éstas se vayan ajustando al cultivo de lechuga en particular, en
diferentes momentos (bandeja pre trasplante, al momento del trasplante y dias post
trasplante) y siguiendo otras metodologias de aplicacion (sumergir raices, drench,
foliar, etc.).

Es vital la evaluacion de productos que utilizan nuevas moléculas con distintos
modos de accion a los usados habitualmente, a fin de obtener un abanico mas amplio
de opciones a la hora de la eleccion del fungicida a utilizar.

En linea con lo expresado anteriormente, es importante seguir generando
informacidén sobre la combinacion de los distintos métodos disponibles (culturales,
bioldgicos y quimicos), a fin de lograr un manejo integral de la enfermedad y minimizar

la chance de que se genere resistencia a los productos usados.

CONCLUSIONES

A partir de plantas de lechuga con sintomas de marchitamiento fue posible la
obtencion de aislamientos de Fusarium oxysporum. Los mismos pudieron ser

identificados a través del analisis de las caracteristicas morfoldgicas y la evaluacién de
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la ontogenia conidica y cultural. Se determin6 su pertenencia a la f. sp. lactucae
mediante la prueba de su patogenicidad in vivo y su confirmacién con la realizacién de
la reaccion de PCR especie-especifica.

Se evalué el comportamiento de tres productos fitosanitarios quimicos
(fungicidas) frente a Fol, obteniendo los siguientes resultados:

- No se observd un control efectivo de la enfermedad en ninguno de los

tratamientos realizados.

- Se registré que el principio activo Tiabendazol (fungicida Tecto®), generd

desde su aplicacion sintomas que podrian atribuirse a fitotoxicidad.
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