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Introduccion

El control que generalmente se ha hecho contra el hongo fitopatdégeno R.
solani se fundamenta en practicas culturales y en el manejo quimico dado
por los agricultores, en el cual se utilizan moléculas quimicas pertenecientes
al grupo de los benzimidazoles, organofosforados, carboxi-anilidas y anti-
bidticos pseudo-oligosacaridos, pertenecientes a categorias toxicologicas
Iy 1l, es decir moderada y altamente toxicos. Estos productos son aplica-
dos a la semilla en almacenamiento o durante la siembra, la emergencia y
la deshierba del cultivo de la papa (NUstez, 2002); no obstante, su eficacia
no siempre es satisfactoria, y depende de factores como la concentracion y
la sensibilidad del inbculo del hongo presente en el tubérculo o en el suelo.
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Los plaguicidas comiUnmente empleados en el cultivo de la papa contra R.
Solani representan riesgos para la salud humana si no se manejan adecua-
damente, causando efectos agudos o cronicos, ya gue muchos de estos
SON carcinogeénicos vy teratogénicos; ademas, pueden ocasionar problemas
inmunoldgicos u hormonales (Linan, 1997). Igualmente representan riesgos
de contaminacion ambiental, llegando a afectar ecosisternas completos, ra-
zOn por la que es necesario hacer un uso racional de 1os mismos, en el que
se eliminen sobredosis por usos ineficaces o sobreaplicaciones. Siguiendo
este propodsito, en el presente estudio se planted evaluar la sensibilidad de
los aislamientos de R. solani, Rh080, Rh176 y Rh200 con seis productos
usados habitualmente por los agricultores para su control.

Materiales y Métodos

Fungicidas

Los productos evaluados fueron seleccionados a partir de un diagnostico inicial rea-
lzado mediante encuestas a los agricultores en los municipios de Carmen de Ca-
rupa (Cundinamarca), Ventaquemada (Boyaca) y Santa Elena (Antioquia) (Tabla 5).

Tabla 5. Fungicidas comunmente utilizados por los agricultores en el manejo convencional de R. solani

. ‘ R Concentracion deli.a. Dosis recomendada
Fungicida Ingrediente activo (i.a) ‘
en el producto comercial | (ppm)

Derosal Carbendazim 500 g/l 150

Benlate Benomil 50 % 300

Rizolex Tolclofos metil 750 g/kg 22500
Vitavax Carboxin+Captan 40 % 1.050
Validacin Validamicina 30 g/l 300

Mertect Tiabendazol 500 g/! 1.125

Preparacion del medio de cultivo

Se utilizd el medio Agar Papa Dextrosa Saboureaud (PDS) inoculado con los
fungicidas a evaluar, ajustando la concentracion de estos en 25, 50, 100,
200y 400 ppm. Los fungicidas se suspendieron inicialmente en agua estéril
preparando una suspension concentrada a partir de la cual se llevaron a
cabo las diluciones necesarias para obtener la concentracion requerida.
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Aislamientos de R. solani
Se evaluaron los aislamientos Rh080, Rh176 y Rh200 de R. solani del grupo de
anastomosis AG3 obtenidos a partir de esclerocios sobre tubérculos de papa.

Prueba de sensibilidad

Como unidad experimental se tomd una caja de Petri con el medio PDS y se
coloco en el centro un circulo de agar de 5 mm de diametro proveniente de
un cultivo puro de R. solani de diez dias de edad. Como parametro de eva-
luacion se tomo la inhibicion del crecimiento micelial en condiciones in vitro;
para esto, las cajas se incubaron a una temperatura de 25 °C y se midio el
diametro con un calibrador después de 3, 6, 9, 12 y 15 dias de incubacion.

Diseno experimental y analisis de datos

El diseno experimental fue completamente al azar, con tres replicas por tra-
tamiento. Se incluyd un testigo que consistié en el medio de cultivo sin fun-
gicida, en el que se coloco un circulo de agar con R. solani.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de cada aislamiento se
calculd mediante la siguiente férmula, empleando los datos leidos el dia 15:

e
a—>b |*100

{?‘C}

Inhibicion del crecimiento (%) :[

Donde a = diametro de la colonia en el testigo; b = diametro de la colonia
en el tratamiento con fungicida; y ¢ = diametro inicial de la colonia.

Con los resultados obtenidos se realizé una grafica para cada producto eva-
luado, en la que se compard su efecto sobre las tres cepas de R. solani'y
efectud un ANAVAy comparacion de medias de Tukey, a = 0,05 empleando
el programa Statistics version 4.0.

Resultados y discusion

Los fungicidas Carbendazim (Derosal) y Validacin (Validamicina) presenta-
ron un menor impacto sobre el crecimiento micelial de los tres aislamientos
en comparacion con Tiabendazol (Mertec), Benomil (Benlate), Tolclofos me-
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il (Rizolex) y Carboxin-Captan (Vitavax), que presentaron un efecto mayor,
en el que la inhibicion fue superior al 90 % en todos los casos.

Con los productos Benomil (Benlate) y Tolclofos metil (Rizolex) se presen-
t6 una inhibicion total del crecimiento radial (100 %) con las cinco dosis
evaluadas, lo que indica que los tres aislamientos son sensibles a estos
fungicidas. El Benomil es transformado en la célula fungica en metilbencimi-
dazolil carbamato (MBC) y posteriormente a un mononucledtido activo (Li-
nan, 1997). El MBC actla interfiriendo en la sintesis de la tubulina durante la
mitosis; ademas, afecta el ADN vy la transcripcion de mensajes genéticos de
ADN a ARN (Linan, 1997). Este producto esta indicado para el tratamiento
de R. solani en el cultivo de la papa pero Unicamente en el tratamiento de la
semilla, con una dosis recomendada de 200 g/Tonelada de papa (Diccio-
nario Agropecuario, 2000), lo que equivale a 0,1 ppm.

En el presente estudio, con las concentraciones evaluadas en las pruebas
in vitro (superiores a la recomendada) se inhibid el crecimiento de los tres
aislamientos de R. solani con 25 ppm. Los resultados obtenidos en el este
trabajo son similares a los resultados obtenidos por Meyer et al. en el ano
2006, quienes evaluaron el efecto del Benomil sobre el crecimiento diame-
tral del aislamiento R. solani AG1-1A, encontrando que a partir de una dosis
de 10 ppm la inhibicién en el crecimiento diametral fue del 100 %.

El producto Tolclofos metil actla al producir la peroxidacion de los lipidos de
las membranas celulares y de la pared celular (Pesticides and environment,
2009). La dosis de Tolclofos metil recomendada para el manejo de R. solani
en papa (5 a 7 Kg/Ha) se encuentra en un rango de 25.000 a 35.000 ppm,
asperjando el producto en el momento de la siembra (Pro-Agro, 2009). En
el presente estudio el crecimiento de 10s tres aislamientos de R. solan/ fue
inhibido completamente con 25 ppm, lo que indica que los tres aislamientos
de R. solani son sensibles a la accion de este fungicida. Kataria et al. (1991)
evaluaron el efecto de Tolclofos metil sobre cinco aislamientos de Rhizocto-
nia mediante pruebas in vitro e in vivo, encontrando que en todos los casos
este producto inhibi¢ el crecimiento del hongo. Por su parte, Salazar (1999)
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evaluo el efecto de diferentes fungicidas a la dosis recomendada sobre R.
solani en el cultivo de arroz, notando que los fungicidas evaluados —dentro
de los cuales se encontraba Benomil y Tolclofos metil— redujeron significati-
vamente la incidenciay la severidad de la enfermedad, y que al aplicar estos
agroguimicos se obtuvo el mayor rendimiento en el cultivo.

El fungicida Tiabendazol (Mertec) (Figura 11A) pertenece al grupo de los
bencimidazoles y actla inhibiendo la sintesis de la tubulina en la mitosis
(Linan, 1997). Este producto no esta indicado para el control de R. solani en
el cultivo de la papa sino Unicamente en el cultivo del arroz a una dosis reco-
mendada de 4.000 ppm, lo que equivale a 4 gramos por litro (Vademécum
Floricola, 2002); sin embargo, los agricultores también lo utilizan para el con-
trol de R. solani en papa, razon por la que se evalud en el presente estudio.

El porcentaje de inhibicion en el crecimiento diametral para los tres aisla-
mientos (RhO80, Rh176 y Rn200) con la dosis de 25 ppm de Tiabendazol se
encontré entre el 90 % al 100 %, resultados que no fueron significativamente
diferentes a los encontrados con las demas dosis evaluadas, en las que la
inhibicion en el crecimiento diametral fue del 100 % (lo que indica que las
tres cepas son sensibles a la accion de este fungicida bajo condiciones in
vitro). Resultados similares fueron obtenidos por Meyer et al. (2006), quienes
encontraron una inhibicion en el crecimiento de R. solani AG1-I del 100 %
cuando se empled una dosis entre 10 ppm y 100 ppm de este fungicida.

Aungue la dosis recomendada en el cultivo del arroz es diez veces mayor a
la maxima dosis evaluada en este estudio, y con esta Ultima la inhibicion en
el crecimiento diametral fue del 100 %, es necesario evaluar in vivo la dosis
a emplear en el cultivo de la papa con el fin de evitar que surjan posibles
problemas de pérdida de sensibilidad de R. solani a este fungicida, mas
Si se tiene en cuenta que en el 2008 la FRAC (Comité de Accion de Resis-
tencia a Fungicidas) lo catalogé como un producto con un alto riesgo para
que diversas especies de hongos desarrollen resistencia, pues se conocen
diferentes puntos del gen de la B-tubulina en los que se han producido
mutaciones, impidiendo asf la accion de los bencimidazoles (FRAC, 2008).
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Figura 11. Sensibilidad de los aislamientos Rh80, Rh176 y Rh200 a agroquimicos. A)Tiabendazol;
B) Validacin; C) Carbendazim; D) Carboxin-Captan. Las columnas con la misma letra no presentan

diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey, a = 0,05.
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Validamicina (Validacin) es un antibidtico no sistemico que presenta ac-
tividad fungicida. Consiste en una mezcla de seis estructuras diferentes,
designadas de la A a la F, siendo Validamicina A el componente mas im-
portante y eficaz (Linan, 1997). Este producto impide la descomposicion
de la trehalosa reduciendo la produccion de glucosa, vital en el proceso
de respiracion y generacion de energia en las células del patdégeno (Fe-
dearroz, 2007). El antibidtico se recomienda para el control de R. sola-
ni-en arroz y papa (Vademécum Floricola, 2002). Cuando se evalud en
este estudio una concentracion de 25 ppm y 50 ppm, la inhibicion en el
crecimiento diametral fue inferior al 10 % para las tres cepas; con la con-
centracion de 100 ppm y 200 ppm la cepa Rh176 fue significativamente
mas sensible, en comparacion con Rh080 y Rh200. Con la maxima dosis
evaluada (400 ppm) las tres cepas presentaron un rango de inhibicion
del crecimiento diametral de entre el 84 % vy el 88 %, siendo el aislamien-
to Rh80 particularmente menos sensible en comparacion con la cepa
Rh200 (Tukey, a = 0,05).

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que el efecto de la Vali-
damicina sobre el crecimiento diametral de los tres aislamientos depende
de la concentracion evaluada; asi mismo, teniendo en cuenta que la dosis
recomendada para el producto en papa es de 300 ppm —lo que correspon-
de al rango evaluado entre 200 ppm y 400 ppm-— se puede observar que el
aislamiento Rn80 presenta menor sensibilidad al producto evaluado.

El fungicida Carbendazim (Derosal) pertenece al grupo de los bencimidazo-
les e interfiriere con la biosintesis de ADN durante la mitosis y la transcripcion
de mensajes genéticos de ADN a ARN. Impide el desarrollo de las hifas, la
formacion de apresorios y el crecimiento del micelio. Permite la germinacion
de las esporas, aungue detiene el desarrollo del tubo germinativo provo-
cando irregularidades en la division celular, dando lugar a células anormales
que provocan la muerte del hongo (Linan, 1997). Sin embargo, este fungici-
da esta indicado para el control de R. solani en el macollamiento del cultivo
de arroz, pero no en el cultivo de la papa (Diccionario Agropecuario, 2000).
En este estudio la inhibicion en el crecimiento diametral para las tres cepas
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con las cinco concentraciones evaluadas fue inferior al 15 %. Igualmente,
los resultados de inhibicion obtenidos para el aislamiento Rh200 con las cin-
CO concentraciones evaluadas fueron significativamente menores en com-
paracion con los resultados obtenidos para los aislamientos Rh80 y Rh176,
lo que sugiere que aungue las tres cepas presentan poca sensibilidad a
Carbendazim, la cepa Rn200 es significativamente menos sensible a este
fungicida. Los resultados obtenidos aqui difieren de los resultados reporta-
dos por Meyer et al. (2006), quienes observaron que con una dosis de 10
ppm se inhibid el 100 % del crecimiento diametral del hongo.

En cuanto al fungicida Carboxin-Captan (Vitavax), la molécula de Carboxin
inhibe la enzima succinato-dehidrogenasa afectando la respiracion celular,
y la molécula de Captan tiene multiples sitios de accion (FRAC, 2008). Con
este producto se observd como tendencia que a medida que aumento la
dosis se incrementd el porcentaje de inhibicion del crecimiento diametral,
Para los aislamientos Rh80 y Rn176 la inhibicion en el crecimiento diametral
se encuentra entre el 81 % al 100 %, en donde se detectaron diferencias
significativas entre las dosis evaluadas (P<0,05). Por su parte, para el aisla-
miento Rh200 la inhibicion en el crecimiento diametral se encuentra entre el
59 % al 100 %.

Con las concentraciones correspondientes a 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm y
200 ppm, el aislamiento Rh200 presentd valores de inhibicion representati-
vamente menores en comparacion con los aislamientos Rh80y Rh176. Es-
tos resultados indican que la cepa Rh200 mostrd menor sensibilidad a este
fungicida en balance con los aislamientos Rh80 y Rh176. No obstante, con
la concentracion de 400 ppm la inhibicion en el crecimiento diametral fue del
100 % para las tres cepas. Este fungicida esta indicado para el control de R.
Solani en papa y arroz (Diccionario Agropecuario, 2000); en el primero, con
una dosis recomendada de 2.000 ppm, casi cinco veces mayor a la dosis
evaluada que presentd una inhibicion en el crecimiento diametral del 100 %.
De acuerdo con la FRAC (2008), los fungicidas que tienen este mecanismo
de accion presentan un menor riesgo en el desarrollo de resistencia por
parte de los microorganismos.
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Generalmente cuando un patdgeno desarrolla una menor sensibilidad a
un fungicida, automatica y simultaneamente llega a ser menos sensible a
otros fungicidas que tienen el mismo mecanismo de accion y pertenecen
al mismo grupo quimico (Brent y Hollomon, 2007). Con todo, a partir de los
resultados obtenidos para el grupo de los benzimidazoles los aislamien-
tos evaluados presentaron mayor sensibilidad a Benomil y a Tiabendazol
en comparacion con el Carbendazim, lo que se conoce como ‘resistencia
cruzada parcial’ cuando se estudian poblaciones de patdgenos que son
sensibles solo a algunos productos de un grupo gquimico (Brenty Hollomon,
2007). La resistencia a los benzimidazoles se ha evidenciado en diferen-
tes especies de hongos, existiendo diferentes sitios blanco de mutaciones,
principalmente en el gen de la B-tubulina (FRAC, 2008), lo que posiblemente
explica la sensibilidad de Rh80, Rh176 y Rh200 a Benomil'y a Tiabendazol.

Debido al uso indiscriminado de los productos quimicos en la agricultura,
los microorganismos han desarrollado mecanismos de defensa ante dife-
rentes moléculas gue buscan inhibir procesos metabdlicos o interferir con
funciones vitales para controlarlos; ejemplo de esto es la inactivacion de
dichas moléculas por enzimas, alteraciones en la molécula receptora del
microorganismo para reducir la afinidad por la molécula del producto quimi-
Co, mecanismos de reparacion del ADN que es afectado por accion de los
fungicidas y bombas de flujo para expulsar de la célula sustancias toxicas,
entre otros (Kolaczkowski y Goffeau, 1997), procesos que llevan al desarro-
llo de resistencia de poblaciones de patdgenos.

Aun cuando el presente estudio no evalud el desarrollo de resistencia, es
necesario tener en cuenta gue la baja sensibilidad de un patdgeno a un pro-
ducto bajo condiciones controladas es una senal de alarma de un posible
desarrollo de resistencia (Brent y Hollomon, 2007), 1o que en este caso se
evidencio con el Carbendazim y con el Validacin a una dosis inferior a 400
ppmM. Se hace entonces preciso utilizar solamente las dosis recomendadas
por el fabricante, desarrollar estrategias de manejo integrado de plagas, ro-
tar el empleo de los productos que han demostrado eficacia en el control
del fitopatdgeno para reducir el riesgo de desarrollo de mecanismos de
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defensa ante los productos empleados para su control y evitar el uso de
productos deteriorados.

Conclusiones

1. Las cepas de R. solani Rh80, Rh176 y Rh200, fueron sensibles a las cin-
Co dosis evaluadas de Benlate, Tolclofos metil y Tiabendazol ya que pre-
sentaron una inhibicion del crecimiento diametral entre el 90% al 100%.

2. Los aislamientos de R. solani presentaron una menor sensibilidad a las
cinco dosis evaluadas del fungicida Carbendazim, evidenciada por una
menor inhibicion en el crecimiento diametral,

3. La sensibilidad de los aislamientos de R. solani frente al fungicida Valida-
micina estuvo relacionada directamente con la dosis evaluada, donde a
mayor dosis mayor fue la inhibicion del crecimiento del hongo.

4. Con los fungicidas Carbendazim y Carboxin-Captan la sensibilidad de
la cepa Rh200 fue menor en comparacion con los aislamientos Rh80 vy
Rh176.
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