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Resumen

El principal método de control de Botrytis cinerea se basa en el uso de fungicidas
de sintesis quimica. Sin embargo, el rdpido desarrollo de resistencia por parte
del patogeno hacia la mayoria de fungicidas empleados para su control,
debido a su alta variabilidad genética, ha vuelto ineficiente su manejo.
Para evaluar la sensibilidad de diferentes aislamientos de B. cinerea frente
a siete fungicidas comtinmente empleados para el control de este patégeno
en cultivos de mora, se determiné in vitro el porcentaje de inhibicion del
crecimiento diametral para 25 morfotipos, el porcentaje de inhibicién de la
germinacion para 24 morfotipos y la incidencia sobre discos de hojas de mora
de 11 morfotipos, asi como la resistencia tomada de ensayos desarrollados
en cultivos comerciales. Todos los aislamientos presentaron diferente
sensibilidad frente a los fungicidas evaluados. El 12,5% de los conidios
fueron sensibles a Benomil y el 8,3% a Carbendazim, en tanto que el 100%
fue sensible a Difenoconazole, Procloraz, Mancozeb, Captan e Iprodién, al
no evidenciarse germinacién. Al evaluar el crecimiento diametral, el 16% de
los aislamientos fueron sensibles a Benomil y Carbendazim, el 21% a Captan,
el 72% aIprodion, el 36% a Mancozeb y el 100% a Difenoconazol y Procloraz,
al inhibir totalmente el crecimiento. Al evaluar la sensibilidad sobre discos
de hojas se presenté6 mayor incidencia en los discos tratados con Benomil,
Carbendazim y Mancozeb, y una menor o ninguna incidencia en los discos
tratados con Difenoconazole y Procloraz.
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Introduccion

El control de Botrytis cinerea se realiza principalmente mediante aplicaciones
de agentes quimicos (Benito et al., 2000; Mikani et al., 2007), sin embargo, la
utilizacion de fungicidas es cada vez mas restringida debido a problemas
asociados con la contaminaciéon ambiental que derivan de su aplicacion y
al rdpido desarrollo de resistencia hacia los fungicidas utilizados para su
control (Benito et al., 2000; Hayashi et al., 2002). Por estas razones, el control
quimico de B. cinerea es dificil y las estrategias de manejo para retrasar la
aparicién de resistencia en el patégeno son importantes.

Actualmente, a nivel mundial se encuentran en el mercado varios grupos
de fungicidas para el control de B. cinerea, los cuales se clasifican segtin su
modo de accién en cinco categorias: 1) Los que afectan la respiracion fangica.
2) Los antimicrotubulares que afectan la mitosis y la divisién celular. 3)
Los que afectan la osmorregulacion, pues inhiben la sintesis de lipidos y
membranas. 4) Los que afectan la sintesis de aminoacidos y de proteinas, y
5) Los inhibidores de la biosintesis de esterol en las membranas. Para todos
estos, las dosis de aplicaciéon recomendadas para cada grupo varian de 400-
500g/Ha a 2000-3000g/Ha, segun las recomendaciones de la casa comercial
(Elad et al., 2004).

Para el control de la pudricién del fruto de mora en Colombia no se
encuentraregistrado ningtin producto. Sin embargo, se realizan aplicaciones
de Captan, Benomil, Mancozeb, Carbendazim, Iprodién, Difenoconazole y
Procloraz, entre otros, siendo estos siete fungicidas los mas utilizados para
el control del moho gris en este cultivo en Cundinamarca y Antioquia, dos
de los principales departamentos productores de mora a nivel nacional.

Actualmente, en estas regiones no se ha registrado resistencia del
patoégeno frente a estos fungicidas, por lo que el objetivo del presente trabajo
fue evaluar bajo condiciones controladas (in vitro e in planta) la sensibilidad
de diferentes aislamientos de B. cinerea provenientes de estas dos regiones,
expuestos a los principios activos ya mencionados.

Metodologia

Aislamiento de morfotipos de B. cinerea en cultivos comerciales

Con el objetivo de establecer una coleccién de aislamientos de B. cinerea
para desarrollar bioensayos tendientes a determinar la sensibilidad de este
patégeno a los diferentes fungicidas utilizados para su control, se realizaron
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colectas de frutos de mora que presentaban signos y sintomas de moho gris,
en cultivos comerciales de los municipios de La Ceja (Antioquia) y Silvania
(Cundinamarca).

El aislamiento del patégeno se realizé en cajas Petri con agar papa
dextrosa (PDA), suplementado con &cido tdnico al 0,5%, incubadas a
23°C durante seis dias, bajo condiciones de oscuridad. Las colonias de B.
cinerea fueron identificadas por la formaciéon de un halo marrén, debido
a la degradacion del acido tanico por la enzima lacasa producida por el
patégeno. Todos los aislamientos se mantuvieron en PDA y se almacenaron
a 18°C durante 10 dias (Kerssies, 1990).

Sensibilidad in vitro de B. cinerea a fungicidas utilizados para su
control en el cultivo de mora

Los principios activos evaluados corresponden a los fungicidas que
presentan mayor frecuencia de uso para el control del moho gris en los
municipios de La Ceja y Silvania (Tabla 1).

Los ensayos se realizaron en PDA suplementado con cada uno de los
fungicidas en la dosis recomendada; teniendo en cuenta su solubilidad, los
solventes empleados fueron: agua destilada para Mancozeb y Carbendazim,
y acetona para Benomil, Difenoconazol, Procloraz, Captan e Iprodién
(Jiang et al., 2009). Las cajas correspondientes a los fungicidas solubilizados
en acetona se dejaron abiertas durante 15 minutos en una cabina de flujo
laminar, para facilitar la evaporacion del solvente.

Se determing el efecto de los fungicidas sobre la germinacién de los
conidios para 24 aislamientos de B. cinerea seleccionados, por presentar
abundante esporulaciéon. Para cada aislamiento, a partir de cultivos
en PDA de 15 dias de edad, se colectaron los conidios y se realiz6 una
suspension a una concentracion de 1x 10° conidios.mL™, posteriormente se
sembraron de cada una 100pL en el medio, con y sin adicién de fungicida
(control). Las cajas se incubaron durante 72 horas a 23°C y cada 24 horas se
realizaron lecturas correspondientes al niimero de conidios germinados y
no germinados. El porcentaje de germinacién se determiné mediante la
siguiente férmula:

Conidi inad
Germinacion (%) = ( OTIGL0S ZeTTHHAdos ) X 100
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Tabla 1. Ingrediente activo y dosis empleada en la evaluacién de la sensibilidad

Ingrediente
activo y categoria Producto Dosis ppm* | Grupo quimico Modo de accion
toxicolagica
Carbendazim IV Derosal 600 Benzimidazoles Proceso de division celular (mitosis).
Mancozeb IV Mancozeb 2000 Ditiocarbamatos | Multisitio.
Difenoconazol Il Score 625 Triazoles Inhibe la biosintesis de Ergosterol.
Benomil IV Benlate 750 Benzimidazoles Proceso de division celular.
Procloraz Il Sportak 246 Imidiazol Inhibe la biosintesis de Ergosterol.
) . - Inhibe la germinacion de las esporas y el
[prodion Il Rovral 1500 Dicarboximidas el s,
Reacciona con las enzimas sulfhidricas con
Captan IV Captan 750 Ftalimidas produccion de Tiofosgeno e interfiere en el
proceso de respiracion celular.

* Corresponde a la dosis mas alta recomendada en la etiqueta del producto comercial.

Por otra parte, se determiné el efecto de cada fungicida sobre el
crecimiento micelial de 25 aislamientos seleccionados por presentar
mayor crecimiento. Se cortaron discos de agar de 5,3 mm de didmetro,
obtenidos de cultivos esporulados de 10 dias de edad. Cada disco se coloco
en el centro de una caja Petri con PDA, con y sin adicién de fungicida
(control). Las cajas se incubaron a 23°C durante 15 dias y cada tercer
dia se midi6 el crecimiento diametral (dos didmetros perpendiculares
que fueron promediados), con la ayuda de un micrémetro digital. El
porcentaje de inhibicién del crecimiento se determiné mediante la
siguiente férmula: donde, % IM: Porcentaje de inhibicién crecimiento
micelial; CML: Crecimiento diametral de la colonia en el testigo; CM:
Didmetro inicial del inoculo (disco con micelio) y CMF: Crecimiento
diametral de la colonia expuesta al fungicida.

( (CM-CM) - (CMF - CM)

M (%) = (CML - CM)

X 100

Losresultados obtenidos para el crecimiento diametral fueron sometidos
aunanalisis de varianza (Anova). Las diferencias que presentaron valores de
p < 0,05 fueron consideradas significativas y se les realiz6 una comparacion
de medias por Tukey. Todos los ensayos se realizaron mediante un disefio
experimental completamente al azar con tres repeticiones. La unidad
experimental consisti6 en una caja Petri.
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Sensibilidad in planta de B. cinerea a fungicidas utilizados para su
control en el cultivo de mora

Se evalu6 la sensibilidad in planta para 11 aislamientos de B. cinerea
previamente seleccionados por presentar mayor esporulacion en PDA.

Los foliolos se colectaron en un cultivo comercial ubicado en
la vereda Monterrico, del municipio de Silvania. Este material fue
previamente desinfestado, sumergiendo las hojas en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto, seguido de dos lavados
con agua estéril. Posteriormente se sumergieron en una solucién de
glifosato (dosis recomendada), seguido de dos lavados sucesivos
con agua estéril, para asi promover la muerte del tejido y facilitar
la infeccién del patégeno. Finalmente, los foliolos se secaron en una
cabina de flujo laminar y se cortaron discos de 1,7 cm de didmetro,
con la ayuda de un sacabocados estéril. Los discos se sumergieron
durante 30 minutos en las soluciones de fungicidas ajustadas a la dosis
recomendada (Tabla 1) y se dejaron secar dentro de una cabina de flujo
laminar. Posteriormente se ubicaron tres discos por tratamiento dentro
de una cdmara himeda y se inocularon con una gota de 10pL ajustada
a una concentraciéon de 1x10* conidios.mL" de cada aislamiento. Las
camaras humedas se llevaron a incubacién durante 10 dias a 23°C.
Transcurrido este tiempo, se evalué la incidencia de la enfermedad,
mediante la observaciéon de la esporulacion sobre cada uno de los
discos inoculados. Los experimentos se realizaron mediante un disefio
experimental completamente al azar, con tres repeticiones. La unidad
experimental consistié en una camara htimeda con tres discos.

Sensibilidad en campo de B. cinerea a fungicidas utilizados
para su control en el cultivo de mora en los municipios de
La Ceja y Silvania

Estos bioensayos se desarrollaron entre los meses de junio y julio de 2009,
durante la estacion de lluvias (época de mayor incidencia de moho gris),
en los cultivos de mora que fueron seleccionados para colectar muestras de
material vegetal para el aislamiento de B. cinerea en los municipios de La
Ceja y Silvania.

La evaluacion de la resistencia de B. cinerea en campo se realizé mediante
la exposicion de cajas Petri con agar BSM (medio de cultivo selectivo para
Botrytis spp.) (Edwards y Seddon, 2001), preparado con las dosis completa
y media de cada uno de los fungicidas.

Desarrollo de prototipos de bioplaguicida a base de Rhodotorula glutinis LvCoT7 para el control
de Botrytis cinerea en cultivos de mora



En cada cultivo se seleccionaron, por surcos, plantas en las cuales se
dejaron expuestas (en los diferentes estratos de la planta) las cajas Petri
por un periodo de dos horas (Figura 1). De igual forma, también se dejaron
algunas cajas sobre el material de poda que comtinmente no es retirado del
cultivo. La evaluacion se realiz6 por triplicado y se conté con un testigo que
consistio en cajas Petri con medio BSM sin fungicida.

Figura 1. Ubicacion de las cajas Petri en las plantas de mora, para evaluar la sensibilidad de
B. cinerea a siete fungicidas utilizados para su control en cultivos comerciales.

Una vez en el laboratorio, las cajas Petri se incubaron a 22°C, en
completa oscuridad, durante 8 dias; posteriormente se realizé el conteo
de las unidades formadoras de colonia (UFC) de B. cinerea, teniendo en
cuenta las caracteristicas macroscopicas de las colonias obtenidas (para
diferenciarlas de otros hongos que se desarrollaron en los medios), que
para el caso de B. cinerea se caracterizan por presentar colonias esparcidas,
inicialmente blancas, que con el tiempo se tornan grises polvosas, micelio
inmerso o superficial, asi como la formacién de esclerocios de color oscuro
y de tamafio medio (Pardo, 1995; Ellis et al., 1991).

Deigual forma, debido al 4cido tdnico presente en el medio (un compuesto
de glucosa y acidos fendlicos cuya férmula es C, H,,0, ), éste se torna oscuro
alrededor de las colonias de B. cinerea, debido a la degradacién del acido por
la enzima lacasa producida por el patégeno (Kerssies, 1990). Para cada uno

de los tratamientos se promedi6 el nimero de UFC obtenidas por caja Petri.

Resultados

Aislamiento de morfotipos de Botrytis cinerea en cultivos
comerciales

Se estableci6 una coleccion de40aislamientos de B. cinerea, 20 procedentes del
municipio de Silvania y 20 del municipio de La Ceja. Todos los aislamientos
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fueron crioconservados a -70°C, siguiendo el procedimiento operativo
estandar (IN-R-251) del Banco de Germoplasma de Microorganismos con
Interés en Control Biolégico, de Corpoica.

Los aislamientos de B. cinerea presentaron diferencias en su crecimiento
en el medio de cultivo. Los que provenian de La Ceja se caracterizaron por un
pobre desarrollo de micelio, asi como poca produccion de conidios; en tanto
que los aislados a partir de las muestras colectadas en Silvania presentaron un
abundante y rapido crecimiento del micelio y produccién de conidios (Figura
2). Esto puede atribuirse a la diferencia en la humedad relativa y temperatura
entre las dos zonas donde se realizaron los muestreos, siendo Silvania la que
presenté mayor humedad relativa (>92%) y una menor temperatura (15°C).
Rotem y colaboradores (1978) (Citado por Elad et al., 2004) encontraron
que fluctuaciones en la humead relativa y en la temperatura influian en el
desarrollo y produccién de los conidios de B. cinerea.

Figura 2. Aislamientos de B. cinerea provenientes de La Ceja (Bc016) y
Silvania (Bc008, BcO19 y Bc022).

Sensibilidad in vitro de B. cinerea a fungicidas utilizados para su
control en el cultivo de mora

Para todos los aislamientos en el tratamiento control, los conidios presen-
taron una germinacién superior al 95% después de 24 horas de incubaciéon
(Figura 3A).

Al exponer los conidios a Benomil, el 83% de los aislamientos mostré
baja sensibilidad, ya que se obtuvo un porcentaje de germinacién superior al
95% después de 24 horas de incubacién, similar al obtenido en el control. Sin
embargo, con este fungicida se observé la reduccién del tubo germinal, lo que
pudo deberse a su modo de accién, ya que interfiere en funciones celulares
como la division celular y el transporte intracelular (RAP-AL, 2008) (Figura
3C), mientras que el 17% de los aislamientos present6 alta sensibilidad, ya
que los conidios no germinaron después del periodo de incubacién.
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Figura 3. Observacion microscopica (objetivo 40X) de la germinacién
de los conidios en diferentes tratamientos: A. Control, aislamiento
BcS001. B. Aislamiento BcS004 en el tratamiento con Carbendazim. C.
Aislamiento BcS003 en el tratamiento con Benomil.

En el medio con Carbendazim, el 79% de los aislamientos no present6
sensibilidad, pues sus conidios mostraron un porcentaje de germinacion
superior al 95% después de 24 horas de incubacién (Figura 3B). Por otro
lado, el 13% de los aislamientos mostré sensibilidad media, expresada
como el retraso en la germinacion (95% después de 48 horas), en tanto que
el 8% de los aislamientos fue sensible, si se tiene en cuenta que sus conidios
no germinaron.

Por otra parte, todos los aislamientos fueron sensibles a Difenoconazol,
Procloraz, Mancozeb, Captan e Iprodiéon, dado que no se presentd
germinacion de los conidios (Figura 4).
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Figura 4. Observacion microscopica (40X) de la germinacion de los conidios. A. Aislamiento
Bc008 expuesto a Difenoconazol. B. Aislamiento BcO11 expuesto a Procloraz. C. Aislamiento
BcO11 expuesto a Iprodién. D. Aislamiento BcO08 expuesto a Mancozeb. E. Aislamiento Bc008
expuesto a Captan.

Respecto al crecimiento diametral, todos los aislamientos en el
tratamiento de control presentaron un crecimiento de 90 mm y abundante
esporulacion (Figura 5A, By C).

Al exponer los aislamientos a Benomil, el 72% no presento sensibilidad,
ya que su crecimiento fue similar al control; el 12% present6 baja
sensibilidad y el 16% mostr¢ alta sensibilidad. Por otra parte, al exponer los
aislamientos al medio con Iprodion, el 16% y el 84% presentaron media y
alta sensibilidad, respectivamente (Tabla 2). Para Carbendazim, el 36% de
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Figura 5. Crecimiento diametral de los controles: A. Bc019. B. Bc008. C. Bc043. D. Crecimiento
diametral del aislamiento BcO08 en Carbendazim. E. Mancozeb. F. Difenoconazol.

Tabla 2. Porcentaje de aislamientos
clasificados segun su sensibilidad a los fungicidas evaluados
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Nula 0 36 20 0 72 0 0 0
Baja 1-40 48 36 0 12 0 0 0
Media 41 -80 0 4 0 0 0 16 26
Alta 81-100 16 40 100 16 100 84 74

los aislamientos no fue sensible, el 48% present6 baja sensibilidad y el 16%
fue sensible al inhibir completamente su crecimiento (Tabla 2 y Figura 5D).

En el medio con Mancozeb, el 20% de los aislamientos no mostré sensibili-
dad, pues su crecimiento no fue inhibido, el 36% present6 baja sensibilidad; el
4%, sensibilidad media, y el 40%, sensibilidad alta (Tabla 2 y Figura 5E).

Al exponer los aislamientos a Captan, el 26% presentd sensibilidad
media, en tanto que el 74% fue altamente sensible (Tabla 2). Por otra parte,
todos los aislamientos fueron sensibles a Difenoconazol y Procloraz, al
inhibir completamente el crecimiento (Figura 5F).
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La germinaciéon de los conidios y la elongacién del tubo germinal
no se vio afectada en los medios con fungicidas pertenecientes al grupo
quimico de los benzimidazoles como Carbendazim (Figura 3B), en tanto
que en presencia de Benomil se evidencié la germinacién de los conidios,
pero una notoria inhibicién del tubo germinal (Figura 3C).

Es importante resaltar que la baja sensibilidad presentada por la mayoria
de los aislamientos frente a Carbendazim y Benomil, puede atribuirse a su
uso recurrente y a la ausencia de esquemas de rotacién por parte de los
productores de mora.

Por otro lado, la germinacién de los conidios para todos los aislamientos
fue inhibida en algtin grado por Mancozeb, Iprodién, Difenoconazole,
Procloraz y Captan, siendo Iprodiéon la tnica molécula que actta
directamente sobre la germinacién, en tanto que las demads estan dirigidas
a impedir el desarrollo subcuticular del micelio e inhibir la sintesis de
Ergosterol.

En cuanto al crecimiento diametral, los aislamientos presentaron baja
sensibilidad a los fungicidas pertenecientes a los grupos quimicos de los
benzimidazoles y ditiocarbamatos. Es importante resaltar que el modo de
accion de estos tres fungicidas es similar, actan interfiriendo en la sintesis
del ADN, la mitosis y en el proceso de transcripcion (De Lifian, 1997). La
baja sensibilidad que presentan los aislamientos frente a estas moléculas
puede ser resultado de un fenémeno de resistencia negativa y cruzada, al
presentar el mismo modo de accién. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Latorre y colaboradores (2002) para aislamientos resistentes
de B. cinerea, demostrando que el uso frecuente de una molécula similar
a las empleadas en otros fungicidas puede generar resistencia negativa y
cruzada hacia los otras moléculas, aun sin haberlas usado, como ocurrié
con los grupos anilinopiridinas, mepanipirinas y pirimetanil.

En este estudio, los aislamientos presentaron una sensibilidad media
frente a las moléculas que pertenecen a los grupos quimicos de las ftalimidas
y dicarboximidas, en tanto que fueron sensibles a los triazoles e imidazoles.

Sensibilidad in planta de B. cinerea a fungicidas utilizados para su
control en el cultivo de mora

Al evaluarlaincidencia de los aislamientos sobre los discos de foliolos tratados
con los fungicidas, se obtuvo que para Benomil, el 27% de los aislamientos
presentd bajasensibilidad; el 64 %, sensibilidad media, y el 9%, altasensibilidad;
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con Carbendazim, el 9% de los aislamientos no fue sensible, el 64% presentod
baja sensibilidad y el 27%, sensibilidad media; con Mancozeb, el 18% no fue
sensible, el 64% presentd baja sensibilidad y el 18%, sensibilidad media. Por
otro lado, todos los aislamientos fueron sensibles a Difenoconazol, Procloraz,
Captan e Iprodion, pues no se evidencié crecimiento ni esporulacién sobre
los discos de hoja tratados con estos (Figura 6).

Figura 6. A. Testigo absoluto. B. Testigo patdgeno. C. Incidencia de B. cinerea sobre
discos tratados con Carbendazim. D. Incidencia de B. cinerea sobre discos tratados con
difenoconazole.

Teniendo en cuenta el comportamiento de cada aislamiento, de los 11
evaluados, se encontr6 que los aislamientos Bc008 y Bc027 presentaron
la mayor incidencia en los discos tratados con Benomil, con 78% y 89%,
respectivamente. Al comparar estos resultados con los obtenidos en la
evaluacion de la inhibicién del crecimiento diametral y la germinacion
de los conidios, los dos aislamientos mostraron tolerancia frente a este
fungicida, ya que presentaron un crecimiento diametral similar al obtenido
en el control (90 mm) y un porcentaje de germinacién superior al 95%,
después de 24 horas de incubacion. Sin embargo, aunque el aislamiento
Bc027 mostré un retraso en la germinacién con un porcentaje superior
al 95%, después de 72 horas, fue el aislamiento que present6é la mayor
incidencia sobre los discos.

El aislamiento Bc024 present6 la mayor incidencia del moho gris sobre los
discos tratados con Carbendazim, con un 78%, seguido de los aislamientos
Bc022 y Bc023 con un 56%. El aislamiento Bc024, de igual forma, present6
menor inhibicién del crecimiento diametral y una germinacion superior al
95%, después de 24 horas.

La mayor incidencia del moho gris sobre los discos tratados con
Mancozeb fue para los aislamientos Bc012 y Bc019 con un 44% y Bc008,
Bc014 y Bc017 con un 33%.

Es importante tener en cuenta que los principios activos evaluados
corresponden a los fungicidas que actualmente usan los productores
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de mora para el control de B. cinerea en sus cultivos, en los municipios
de Silvania y La Ceja; por lo tanto, los resultados obtenidos mostraron
que los aislamientos, independientemente de su origen, fueron
principalmente sensibles a Difenoconazol y a Procloraz, posiblemente
debido a su corto tiempo de uso; en tanto que mostraron tolerancia
a Carbendazim, Benomil y Mancozeb, por ser los principios activos
que presentan mayor tiempo de uso. Consecuentemente, es importante
resaltar que el uso frecuente, la no rotacién del producto o el abuso
en las dosis, podria generar resistencia por parte del patégeno a
los diferentes principios activos y, como consecuencia, una posible
resistencia negativa y cruzada.

Sensibilidad en campo de B. cinerea a fungicidas utilizados
para su control en el cultivo de mora en los municipios de
La Ceja y Silvania

En los cultivos donde se desarrollaron los bioensayos, tanto en La Ceja
como en Silvania, se present6 una alta incidencia de moho gris, debido
a las constantes lluvias. La mayor incidencia de la enfermedad fue
evidente en los cultivos de Silvania, donde los productores reportaron
pérdidas en la producciéon hasta de un 50%. Tanto en La Ceja como
en Silvania se desarrollaron colonias de B. cinerea en las cajas Petri
correspondientes al control, siendo mayor la presencia de colonias en
las cajas expuestas en los cultivos de Silvania (entre 6 y 14 UFC), con
respecto a las cajas expuestas en los cultivos de La Ceja (entre 4 y 10
UFC) (Figura 7).

De los siete fungicidas evaluados, Carbendazim, Benomil y Difenoco-
nazole fueron los principios activos que registraron la mayor cantidad de
UFC de B. cinerea, siendo mayor para los cultivos de Silvania (entre 4 y 11
UFC para Carbendazim, entre 1y 7 para Benomil y entre 1y 5 para Difeno-
conazole), en tanto que para los cultivos de La Ceja se encontré entre 3 y 7
UFC para Carbendazim, entre 1y 3 para Benomil y entre 1y 3 para Difeno-
conazole (Figura 7).

En cuanto a Captan, en la dosis completa se registr6 1 UFC en uno de
los cultivos de Silvania, mientras que para la dosis media se encontré 1 UFC
para uno de los cultivos de La Ceja, y entre 2 y 3 UFC para dos cultivos de
Silvania. Por otra parte, para Iprodién, en la dosis completa, se presenté 1
UFC en uno de los cultivos, tanto de La Ceja como de Silvania, en tanto que
para la dosis media solo tres cultivos de La Ceja presentaron desarrollo de, al
menos, 1 UFC (Figura 7).
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Figura 7. Unidades formadoras de colonia de B. cinerea obtenidas
en las cajas Petri expuestas en cultivos de mora: A. Municipio de La
Ceja. B. Municipio de Silvania.

Por otro lado, para Procloraz y Mancozeb no se registré el crecimiento
de B. cinerea en ninguno de los cultivos de los dos municipios, planteando
la posibilidad de que en estos cultivos no existen poblaciones del patégeno
resistentes a estos productos (Figura 7).

Carbendazim, Benomil y Difenoconazol fueron los fungicidas que
presentaron la mayor cantidad de UFC en todos los cultivos; con respecto a
Captan e Iprodion, con estos, aunque se evidenci6é desarrollo del patégeno,
fue limitado tanto en la cantidad de UFC como en la cantidad de cultivos.
Si bien Carbendazim, Benomil y Difenoconazol no tienen efecto sobre
la germinacion de los conidios (lo que haria suponer que una vez que el
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Figura 8. Crecimiento de B. cinerea en medio BSM con tres fungicidas en su dosis completa.
A. Colonias (flechas negras) y esclerocios (flechas amarillas) en medio con Difenoconazole. B.
Imagen aumentada de las colonias en el mismo medio, en la que se observa en las colonias
(circulos amarillos), los conidiéforos y los conidios del hongo. C. Colonias (circulos negros)
en medio con Benomil. D. Colonias (circulos negros) en medio con Carbendazim. Se observa
el cambio de color del medio de cultivo por accion de la degradacién del acido tanico por
la enzima lacasa.

conidio alcanza el medio de cultivo, podria germinar pero no alcanzar un
desarrollo notable). Los resultados obtenidos sugieren que podria haber un
fenémeno de resistencia de este patégeno a los tres productos mencionados.

Conclusiones

Los aislamientos de B. cinerea evaluados presentaron tolerancia a los
fungicidas Benomil, Carbendazim y Mancozeb, ya que la germinacién
de los conidios, el crecimiento diametral, la colonizacién y el crecimiento
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del hongo en los discos de foliolos no se vio afectado. De igual forma,
en la evaluacién de la tolerancia de B. cinerea en campo, estos fungicidas
mostraron no ser efectivos en el control del patégeno.

Los fungicidas Difenoconazol y Procloraz fueron efectivos para el
control de B. cinerea, ya que inhibieron la germinacién de los conidios y el
crecimiento del hongo in vitro.
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