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Resumen

La regién Sabana de Occidente en el Departamento de Cundinamarca es la principal area
productora de lechuga en Colombia, sin embargo alli se presentan grandes pérdidas
econdmicas de éste cultivo debido a la incidencia de la enfermedad moho blanco causada
por las especies Sclerotinia minor y S. sclerotiorum. La Unica herramienta que utilizan los
agricultores para su control es la aspersion de fungicidas quimicos, y aunque estos no
cuentan con registro de uso en lechuga se han utilizado durante 40 afios aproximadamente.
Con el fin de determinar el estado de sensibilidad de aislamientos de S. sclerotiorum y S.
minor provenientes de cultivos comerciales, a fungicidas, se evalu¢ el efecto in vitro de
Benomil, Iprodione y Procimidona (ingredientes activos utilizados con frecuencia en el cultivo
de lechuga en los municipios de Funza, Madrid y Mosquera, Cundinamarca) y de Boscalid,
Kresoxim-metil y Tebuconazole (moléculas utilizadas en otros paises en el control de
Sclerotinia sp.). Los ingredientes activos lprodione, Procimidona y Tebuconazole, inhibieron
el crecimiento de los aislamientos de Sclerotinia sp. Por el contrario, Kresoxim-metil permitié
el desarrollo de los hongos, aunque afecté la produccion de esclerocios y las caracteristicas
morfolégicas de las colonias. Con el fungicida Benomil, se observaron cambios en la textura
de las colonias de los aislamientos utilizados asi como también una inhibicion en la
produccién de los esclerocios. En el caso de Boscalid, todos los aislamientos conservaron
sus caracteristicas pero, este fungicida inhibié la formacion de los esclerocios. Algunos
aislamientos presentaron baja sensibilidad a los fungicidas Kresoxim-metil, Boscalid y
Benomil mientras que otros fueron altaménte sensibles, sugiriendo una variabilidad genética
entre los aislamientos de Sclerotinia sp. la cual, debe ser estudiada. El presente estudio
establece un punto de referencia sobre el estado de la sensibilidad de los fitopatogenos S.
sclerotiorum 'y S. minor en los cultivos de lechuga de los municipios de Funza, Madrid y

Mosquera, Cundinamarca.

PALABRAS CLAVE: Sclerotinia sp., Fungicidas, Sensibilidad, Resistencia
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Abstract

The region of West Sabana in Cundinamarca’s department is the most important area for the
production of lettuce in Colombia, however it has experienced great economic losses due to
incidence of the disease lettuce drop, which is caused by S. minor and S. sclerotiorum
species. Agicultors have used chemical fungicides for 40 years approximately as an unique
tool of the control of lettuce drop, although these fungicides have not registered for the use in
lettuce. In order to determine the degree of S. minor and S. sclerotiorum sensitivity to
fungicides utilized in commercial crops, the in vitro effects of Benomyl, Iprodione, and
Procymidone (active ingredients used frequently in lettuce crops of Funza, Madrid and
Mosquera counties (Cundinamarca)) and Boscalid, Kresoxim-methyl, and Tebuconazole
(molecules used in other countries on the control of Sclerotinia sp.) was evaluated.
Iprodione, Procimidona, and Tebuconazole active ingredients inhibited the growth of the
Sclerotinia sp. isolates. On the contrary, Kresoxim-methyl allowed the growth of fungi
although it affected the production of sclerotia as well as the morphological characteristics of
isolates colonies. Benomyl caused changes in the texture of the isolates as well as an
inhibition of the production of sclerotia. As to Boscalid, all the isolates kept their
characteristics but the growth of sclerotia did not take place in any of the isolates. Some
isolates showed low sensitivity to fungicides Kresoxim-methyl, Boscalid, and Benomyl,
whereas other isolates were highly sensitive. This suggests a genetic variability between
Sclerotinia sp. isolates, which must be studied. This study establishes a point of reference
concerning the level of phytopathogens S. minor and S. sclerotiorum in the lettuce crops in

the Funza, Madrid and Mosguera counties.

KEY WORDS: Sclerotinia sp., Fungicides, Sensitivity, Resistance.
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1. Introduccion

Colombia se destaca por ser un pais agricola, siendo ésta la principal actividad econémica
debido a la gran variedad de frutas y hortalizas producidas en todo el territorio (Rossier,
2003). Una de las zonas agricolas mas importantes en el Departamento de Cundinamarca
es la region Sabana de Occidente, muy cercana a Bogot4, donde se desarrolla un mercado
amplio que incluye especies como zanahoria, brocoli, coliflor, repollo, cilantro, lechuga, entre
otras (DANE, 2002).

En los uitimos afios, la lechuga se ha convertido en un cultivo dominante en la Sabana de
Bogota durante diferentes épocas del afio. Cifras otorgadas por el censo horticola de la
Sabana de Bogotd, realizado por el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(2002), lo destacan como el cultivo con mayor area sembrada (383,44 Ha), el segundo con
mayor area cosechada (189,32 Ha) y el quinto en rendimiento anual (21,59 Ton/Ha),
posicionandose en el mercado como una de las hortalizas de mayor consumo en el pais
(Agrocadenas, 2003). El consumo per capita ha ido aumentando gradualmente en los

Gltimos afios de 0,5 Kg hasta 0,52 Kg, por parte de los colombianos (Agrocadenas, 2003).

E! interés por parte de los consumidores en la compra de este producto se debe en parte a
sus propiedades organolépticas, pues el sabor fresco y textura crocante de las variedades
ha incrementado su consumo (ERS, 2001). También es importante por sus propiedades
nutricionales, ya que presenta un bajo contenido en calorias y es fuente de vitaminas como
la Ay la C y de minerales como el Calcio (Davis ef al., 2002), que hacen de ella un alimento
fundamental en dietas (Mortesen y Bullard, 1971). De igual manera, la lechuga posee
propiedades medicinales, ya que el contenido de latex presente en sus hojas, puede actuar

como un suave somnifero si se toman sus hojas en infusién (Agrocadenas, 2003).

Aunque los rendimientos registrados mantienen un nivel considerable, éste se ve afectado
por la enfermedad moho blanco causada por Sclerotinia sp., principal fitopatogeno que
afecta los cultivos en cualquier etapa del crecimiento, pero predominantemente cerca de la
cosecha (Adams y Ayers, 1979), generando pérdidas por encima del 70% (Davis et al.,
2002).

Dentro de las especies de Sclerotinia sp. identificadas como agentes causales de la
enfermedad moho blanco, se encuentran S. minor Jagger y S. sclerotiorum (Lib.) de Bary

(Subbarao et al., 1997). Estos fitopatégenos permanecen en el suelo principalmente como
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esclerocios, los cuales pueden germinar e infectar la corona y la raiz de la lechuga,
ocasionando pudricion blanda acuosa de sus tejidos hasta ocasionar la muerte de la planta
(Adams y Tate, 1976; Marcum et al., 1977). Sin embargo, los esclerocios de S. sclerotiorum,
producen apotecios bajo &ptimas condiciones de humedad ocasionando otro tipo de

infecciéon por diseminacion de ascosporas en el aire (Subbarao, 1998).

La tendencia en Colombia con respecto al manejo de la enfermedad moho blanco ha sido
utilizar fungicidas de sintesis quimica, a pesar de esto los niveles de incidencia se han
incrementado en los cultivos de lechuga, y en la actualidad se presentan pérdidas hasta del
54% (Moreno, et al., 2009). El incremento de la incidencia podria deberse al desarrollo de

tolerancia del fitopatogeno frente a los ingredientes activos utilizados por los agricultores.

En el pais no existe registro de fungicidas para el control de Sclerotinia sp. en el cultivo de
lechuga, debido a que el valor de este mercado no resulta tan atractivo para las compafias
de agroquimicos como si ocurre con otros cultivos. Por esto los agricultores utilizan
fungicidas que no controlan a Sclerotinia spp., emplean dosis incorrectas, no respetan los

periodos de carencia y no los utilizan de la forma adecuada.

En Estados Unidos, principal productor de lechuga en el mundo y donde también se
presenta la enfermedad moho blanco de forma importante, se han realizado investigaciones
de sensibilidad de Sclerotinia sp. a diferentes fungicidas sin encontrar casos de tolerancia
(Hubbard et al., 1997; Bowen et al., 2000; Mueller et al., 2002; Matheron y Porchas, 2004).
Sin embargo, en Colombia no se han realizado estudios para conocer si las especies de
Sclerotinia sp. presentes en los campos donde se cultiva lechuga son sensibles a los
fungicidas utilizados por los agricultores o si éstas han desarrollado tolerancia o resistencia.

Por estas razones el objetivo del presente trabajo fue determinar la sensibilidad de
Sclerotinia spp. a fungicidas de sintesis quimica utilizados en cultivos de lechuga de la
Sabana de Bogota. Este conocimiento permitira generar lineas base para la futura
evaluacion de las moléculas, en el control de la enfermedad moho blanco en campo; asi
mismo se espera que este trabajo represente una invitacion a los productores de
agroquimicos para que registren productos eficaces en el control de Sclerotinia sp. en el

cultivo de lechuga y que capaciten a los agricultores en el uso correcto de los mismos.
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2. Marco tedrico y revision de literatura

2.1. Moho blanco de la lechuga (Lettuce drop)

El moho blanco es la principal enfermedad de la lechuga, siendo una de las mas destructivas
a nivel mundial en su cultivo (Purdy, 1979; Subbarao, 1998). Stevens y Hall (1911),
realizaron la primera descripcién de la incidencia del moho blanco en invernaderos en el
estado de Massachusetts, Estados Unidos, en el afio de 1890. Esta enfermedad posee una
alta distribucion geografica (Hartman et al., 1999); se presenta tanto en el cultivo como en
almacenamiento; causa “damping off’ en semilleros y pudricion en plantas aduitas (Walter,
1959; Chupp y Sherf, 1960).

2.1.1. Agentes causales

Sclerotinia minor Jagger y S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, son los agentes causales de la
enfermedad moho blanco de la lechuga (Purdy, 1979; Subbarao, 1998). Estas son dos
especies de hongos fitopatdgenos cosmopolitas relacionadas intimamente con el desarrollo
de la enfermedad (Abawi y Grogan, 1979; Subbarao, 1998; CABI/EPPO, 1999) y tambien
pueden atacar un amplio rango de huéspedes (Purdy, 1979; Boland y Hall, 1994), incluyendo
muchos cultivos agricolas (Hartman et al., 1999) entre ellos el de lechuga, el tomate, las
cruciferas, la zanahoria, la alcachofa, el apio, el pepino (Avila de Moreno y Velandia, 1992),
el frijol y la canola (CABI/EPPO, 1999).

S. sclerotiorum, es patdgeno de 408 especies de plantas en 278 géneros, representados en
78 familias. La mayoria de estas especies son herbaceas y dicotiledoneas, pero varias
monocotiledéneas y gimnospermas, asi como una especie de las Pteridofitas también puede
ser infectada por S. sclerotiorum (Boland y Hall, 1994). A su vez S. minor, tiene como
huéspedes 94 especies de plantas en 66 géneros representados en 21 familias. Se conoce
que S. minor infecta Unicamente angiospermas y solamente dos monocotileddneas (Melzer
etal., 1997).
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2.1.1.1. Clasificaciéon taxonémica

Sclerotinia minor Jagger Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Reino Fungi Fungi

Divisién Ascomycota Ascomycota

Clase Ascomycetes Ascomycetes

Orden Helotiales Helotiales

Familia Sclerotiniaceae Sclerotiniaceae
Género Sclerotinia Sclerotinia

Especie Sclerotinia minor Sclerotinia sclerotiorum

(Fuente: Global Biodiversity Information Facility, 2009)

2.1.1.2. Caracteristicas morfolégicas

S. minor produce micelio vegetativo de color blanco y de textura algodonosa debido a la
germinacion eruptiva de los esclerocios (Hawthorne, 1972; Hawthorne, 1975; Hao et al,
2003; Jarvis y Davis et al., 2002), su principal forma de supervivencia en el suelo (Wu y
Subbarao, 2006).

Su crecimiento en medio de cultivo se caracteriza por generar un patrén aleatorio de
dispersién de los esclerocios en toda la colonia (Davis et al., 2002). Estos esclerocios o
cuerpos latentes, son estructuras multicelulares pigmentadas de color negro, compuestos
por hifas vegetativas entretejidas y condensadas (Chet y Henis, 1975) que conforman un
agregado pequefio, circular y uniforme en diametro (0,5 mm — 2,0 mm) (Davis et al., 2002),
manteniendo inactivo el hongo por extensos periodos de tiempo en el suelo bajo condiciones
que no son favorables para su crecimiento vegetativo (Chet y Henis, 1975; Adams y Ayers,
1979). Sin embargo, estos esclerocios pueden desintegrarse o perder su viabilidad después
de 8 semanas en un suelo saturado (Imolehin et al., 1980).

La propagacion de S. minor por medio de la germinacién carpogenica es un evento
esporadico, pues la produccion de apotecios y la liberacion de sus ascosporas se ha
observado raramente en la naturaleza (Abawi y Grogan, 1979; Hao et al., 2003; Chen et al,,
2004).
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Las colonias de S. sclerotiorum obtenidas en cultivo, se observan como un micelio de color
blanco y textura algodonosa. Se producen esclerocios en los margenes en crecimiento de la
colonia, formando anillos concéntricos, lineas radiales y otros dibujos (Davis et al., 2002).
Los esclerocios son la principal forma en la que S. sclerotiorum permanece en el suelo (Wuy
Subbarao, 2006), estos poseen un color negro en el exterior y blanco en el interior. La
corteza esclerocial se compone de una capa de células globosas de paredes oscuras, con
un espesor de dos a seis células. (Davis et al., 2002). Su tamafio es relativamente grande,
pueden medir entre 2 mm — 20 mm de largo por 3 mm — 7 mm de ancho y poseen formas
irregulares (Kohn, 1979).

Cada esclerocio le permite al hongo sobrevivir por largos periodos de tiempo bajo
condiciones adversas, algunos pueden mantenerse inactivos por muchos afios en el suelo,
(Patterson y Grogan, 1985; Phillips, 1987; Ben-Yephet et al, 1993) de 4 a 5 afios,
conservando su viabilidad bajo diferentes condiciones de humedad y temperatura (Adams y
Ayers, 1979; Torneau, 1979; Willetts y Bullock, 1992) y otros pueden sobrevivir por mas de
11 afos (Adams, 1975).

En el caso de S. sclerotiorum estas estructuras generaimente germinan carpogénicamente
(Jarvis y Hawthorne, 1972; Hawthorne, 1975; Abawi y Grogan, 1979; Patterson, 1983; Davis
et al., 2002; Hao et al., 2003) dependiendo de las condiciones medioambientales (Huang y
Ericsson, 2008) produciendo uno a varios apotecios que normalmente tienen forma de copa,
pero algunas veces son extendidos y planos con un pequefio hoyuelo central (Abawi y
Grogan, 1979; Kohn, 1979). Los apotecios son generalmente blancos, amarillos o cafés. Las
ascas son cilindricas — claviformes miden mas de 130 um de largo por 10 pm de ancho, y
contienen ocho ascosporas binucleadas (Kohn, 1979) que son la fuente principal de
dispersion (Abawi y Grogan, 1979), estas son aseptadas, uniseriadas, hialinas y elipticas (9

— 13 um de largo por 4 — 5 um de ancho) (Kohn, 1979).
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2.1.2. Epidemiologia

Tanto S. minor como S. sclerotiorum, requieren condiciones diferentes para desarrollar la
infeccién en la planta hospedera. De igual forma el modo de infeccién de cada una de las
especies emplea un proceso distinto (Davis ef al., 2002). Sin embargo, la enfermedad puede
aparecer en cualquier fase del crecimiento de la planta en las dos especies.

La infeccion de las plantas de lechuga por S. minor inicia con la germinacién eruptiva de los
esclerocios (Beute ef al., 1975; Wadsworth, 1979), situados a 2 cm de la raiz principal y a 8
cm de la superficie, dando origen a una masa densa de hifas vegetativas que pueden entrar
en contacto con las raices, tallos y hojas senescentes (Adams y Tate, 1975; Imolehin ef al.,
1980; Dillard y Grogan, 1985; Melzer y Boland, 1994; Subbarao, 1998; Davis et al., 2002),
colonizar los tejidos de la corona y formar un gran nimero de esclerocios infectando otros
tallos y hojas de otras plantas en contacto con el suelo (Davis ef al., 2002) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de la enfermedad moho blanco ocasionada por S. minor
(Adaptado de Subbarao, 1998)
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La humedad y la temperatura del suelo afectan la germinacién eruptiva en S. minor, la
germinacion de los esclerocios y el crecimiento del micelio ocurre entre 6 °C y 30 °C, con
una temperatura 6ptima de 18 °C (Imolehin et al., 1980) y una humedad relativa menor del
95% (Dow et al., 1988).

El proceso de germinacion carpogénica por parte de S. minor es un evento raramente
observado en la naturaleza (Abawi y Grogan, 1979; Patterson, 1986) y ocasionalmente
reportado (Jarvis y Hawthorne, 1972; Hawthorne, 1975; Hao et al., 2003).

La epidemiologia de S. sclerotiorum se caracteriza por el desarrollo de apotecios a partir de
la germinacién carpogénica de los esclerocios situados en el suelo cuando la humedad del
suelo se mantiene proxima a la saturacion durante dos o mas semanas (Davis et al., 2002).
Para la formacién de los apotecios es necesario que la temperatura se encuentre entre los
11 °C a 15 °C (Dauvis et al., 2002).

Dentro de los apotecios se encuentran las ascas y dentro de estas las ascosporas, millones
de estas unidades reproductivas son expulsadas y dispersadas por el viento (Davis et al.,
2002; Kull et al., 2004). Una vez estas ascosporas llegan a hojas senescentes o muertas de
la lechuga, germinan en presencia de una lamina muy delgada de agua sobre la superficie
de los tejidos de la planta, formando hifas vegetativas que se agrupan para conformar un
micelio blanco algodonoso el cual, da origen nuevamente a los esclerocios y estos a la vez a
apotecios (Adams y Tate, 1975; Galea y Price, 1988; Ben-Yephet et al., 1993, Davis et al.,
2002) (Figura 2).

La infeccion directa a partir de germinacion eruptiva de los esclerocios también se puede
observar en S. sclerotiorum, pero de una manera poco frecuente (Abawi y Grogan, 1979). La
infeccidn por ascosporas a partir de la germinaciéon carpogénica por parte de S.
sclerotiorum, ocurre bajo condiciones de campo muy limitadas de profundidad y humedad
del suelo, Unicamente los esclerocios que se encuentran en los primeros 2 cm — 3 cm de
profundidad del suelo son biolégicamente funcionales, limitando la produccion de apotecios y
por consiguiente la liberacion de ascosporas y la posterior infeccion. De igual manera es
necesario mantener altos niveles de humedad durante varios dias para favorecer el
desarrollo de los apotecios (Abawi y Grogan, 1979; Hao y Subbarao, 2005).
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad moho blanco ocasionado por S. sclerotiorum
(Adaptado de Subbarao, 1998)

2.1.2.1. Sintomas y signos de la enfermedad

La lechuga puede ser afectada en cualquier etapa de crecimiento, aunque en la mayoria de
las ocasiones los sintomas se hacen mas evidentes al final del periodo vegetativo (Avila de
Moreno y Velandia, 1992). Las infecciones de moho blanco pueden aparecer en dos fases.
La primera fase se presenta inmediatamente después del transplante en un porcentaje muy
bajo de plantas; la segunda fase, cuando tiene lugar la mayor parte de la infeccion, aparece
en o cerca de la madurez del cultivo (Abawi y Grogan, 1979; Davis ef al., 2002).

El sintoma inicial de la enfermedad moho blanco es el marchitamiento de la capa exterior de
hojas, dando a la planta una apariencia de estrés (Walker, 1959; Purdy, 1979; Davis ef al.,
2002; Subbarao, 1998) Graduaimente, la infeccién avanza por las hojas exteriores hacia
otras capas de hojas, éstas se marchitan, caen planas sobre el suelo y luego toda la planta,
incluido el cogollo, se marchita y colapsa (Purdy, 1979; Abawi y Grogan, 1985; Patterson y
Grogan, 1985). Después de la colonizacion de los tejidos de la planta se producen lesiones
de color amarillo a café palido (Imolehin y Grogan, 1980; Dow ef al., 1988) con la posterior
pudricion de los mismos. Esta pudricion se caracteriza por ser blanda acuosa (Purdy, 1979;
Abawi ef al., 1985; Paterson y Grogan, 1985; Subbarao, 1998) la cual presenta finalmente el

aspecto de una masa gelatinosa o viscosa (Walker, 1959; Galea y Price, 1988).
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Al mismo tiempo el hongo produce un micelio algodonoso de color blanco, formando una
masa de hifas que se ponen en contacto con los tejidos senescentes de la lechuga (Walker,
1959; Abawi y Grogan, 1979; Purdy, 1979; Patterson y Grogan, 1985; Galea y Price, 1988).
Posteriormente, en el envés de las hojas que tocan el suelo, este micelio produce los
esclerocios, los cuales segun Messiaen y Lafon (1968) son inicialmente blancos, del color
del micelio que los origina, después toman una coloracion grisacea y finalmente se
pigmentan de color negro por completo. Estos esclerocios pueden entrar en contacto con los
tejidos de otras plantas, germinar eruptivamente e iniciar una nueva infeccion (Imolehin y
Grogan, 1980; Dow et al., 1988). De esta manera se aumenta la cantidad del in6culo en el

suelo causando dafios a las proximas siembras (Agrios, 1991).

La infeccién ocasionada por ascosporas desarrolla sintomas similares a los descritos
anteriormente sin embargo, dicha infeccién se origina en las partes expuestas de la planta
de lechuga, donde las ascosporas se establecen y causan la infeccion. En los tejidos
afectados, se desarrolla un abundante micelio algodonoso blanco, produciendo

posteriormente grandes esclerocios negros de forma irregular (Davis et al., 2002).

2.1.2.2. Patogénesis

La habilidad de Sclerotinia spp. para penetrar e infectar el tejido del huésped puede variar
segun el tipo de inoculo, las caracteristicas de la planta, el nivel nutricional del hongo y fas

condiciones ambientales (Lumsden, 1979; Subbarao, 1998).

El proceso de infeccion ocurre directamente a través de la cuticula de la planta (Purdy, 1958;
Abawi y Grogan, 1979). A partir de la germinacion carpogénica de los esclerocios, se forman
estructuras complejas, multicelulares (Purdy, 1958) denominadas apresorios, cuya formacion
requiere de estimulos de contacto entre el fitopatégeno y el hospedero (Purdy, 1958; Abawi y
Grogan, 1979).

Después del contacto con la planta, las hifas se dividen en dos estructuras en forma de dedo
las cuales se desarrollan como cojines infecciosos (Purdy, 1958; Abawi y Grogan, 1979), los
cuales se fijan a la superficie del huésped gracias a la formacién de un mucilago y permiten
ejercer una considerable fuerza en la cuticula para ingresar de manera mecanica al interior
del hospedero (Purdy, 1958; Abawi y Grogan, 1979).
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Una vez las hifas del hospedero han ingresado a través de la cuticula, se forma una vesicula
granular inflada entre la cuticula y la dermis celular, ésta vesicula permite que la hifa de
infeccion se desarrolle gradualmente desde los cojines de infeccion e invada los tejidos del
hospedero (Purdy, 1958).

Probablemente, las hifas de infeccion son las responsables de los cambios en los tejidos
infectados del hospedero (Lumsden, 1979), estos cambios ocasionan las alteraciones en los
materiales pécticos de las paredes celulares, muerte de las células (Lumsden 1979),
acumulacion de fluidos y agua en los margenes de avance, cambios en la permeabilidad de
las células en avance (Newton y Sequeira, 1972; Lumsden 1979) y produccién de enzimas y

otras sustancias responsables de la patogenicidad (Lumsden, 1979).

Después de la extensiva colonizacion del tejido, las hifas emergen de los tejidos de la planta,
a través de los estomas o a través de la cuticula, construyendo un entretejido condensado

de micelio algodonoso en la superficie de las lesiones maduras (Lumsden, 1979).

La penetracion exclusivamente intercelular de las hifas de infeccion a través del tejido, es
incrementada por enzimas capaces de degradar la lamela media de las células del
hospedero; son tres las enzimas liticas producidas por Sclerotinia spp., tales como
endopectinasas y exopectinasas, celulasas y hemicelulasas, y proteasas las cuales, facilitan
la degradacién de la pared celular y la colonizacién de los tejidos hospederos (Lumsden,
1979).

Algunos autores han descrito el rol del acido oxalico en el proceso de infeccion (Noyes y
Hancock, 1981: Marciano et al, 1983; Godoy et al, 1990). La hipdtesis acerca del
mecanismo 0 mecanismos referentes a la secrecion de acido oxalico y su relacion con la
virulencia se centra en tres modos de accion. El primero de ellos es la actividad de varias
enzimas secretadas por el hongo durante la invasion de los tejidos hospederos, y se lleva a
cabo a pH bajos. El segundo, debido a que el acido oxalico puede ser toxico para las plantas
hospederas, probablemente este debilite la planta facilitando asi la invasion de los tejidos
(Noyes y Hancock, 1981; Cessna et al., 2000). Finalmente, la quelacion del Ca”" de la pared
celular por el oxalato compromete la funcion de! Calcio, del cual dependen las respuestas de
defensa y debilita la pared celular de la planta (Cessna et al., 2000).
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2.1.3. Herramientas utilizadas para el control del moho blanco de la lechuga
2.1.3.1. Biologicas

Los impactos negativos generados al ambiente como consecuencia de la aplicacion
indiscriminada de plaguicidas, han estimulado el interés en la busqueda de métodos de
control del moho blanco que conlleve a una produccion limpia de lechuga, dentro de los
cuales se destaca el uso de organismos antagonistas, conocidos como agentes
biocontroladores (Huang, 1991a, Zadoks, 1993).

Un agente biocontrolador es aquel organismo capaz de contrarrestar otros organismos
fitopatbgenos por medio de interacciones negativas, en una relacion en la cual éste se
beneficia y a su vez perjudica la poblacion del patégeno controlando su crecimiento (Chavez,
2006).

Los mecanismos utilizados por los biocontroladores para desplazar al fitopatégeno son:
competencia directa por espacio y la dominancia de la rizésfera (en el caso de
microorganismos del suelo) o por nutrientes. Relaciones de amensalismo, por produccion de
metabolitos antibidticos (antibiosis), enzimas de tipo litico que destruyen las paredes
celulares de los esclerocios o estructuras de resistencia del hongo, o enzimas hidroliticas, a
las que se les atribuyen los cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion,
granulacion, desintegracion del citoplasma vy lisis celular. Por micoparasitismo directo, el
antagonista actta mediante Ia ruptura de las paredes de las hifas del hongo patégeno, lo
penetra con sus hifas por accién de enzimas como xilasas, quitinasas, pectinasas,
glucanasas, glucosidasas y quitobiosidasas, aprovechando los nutrientes que éste le puede

ofrecer (Papavizas, 1985).

Estos organismos biocontroladores también estimulan la germinacion de semillas y el
desarrollo de la planta (Chet, 1990) por medio de sustancias como auxinas, giberelinas,
citoquininas y fitoalexinas, que favorecen el crecimiento vegetal mejorando el desarrollo y
estimulando mayor resistencia frente a patogenos (Arbeldez y Borda, 1993). Tambien
pueden otorgar proteccion a la planta produciendo sistemas radiculares mas grandes, en
donde no hay infeccion sino por el contrario, forma una simbiosis con las raices de la planta,
el hongo se alimenta de los exudados de las raices y las raices son protegidas por el hongo
y al mismo tiempo reduce o elimina las fuentes de alimento del patégeno (Arbelaez y Borda,
1993).
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Dentro de los microorganismos con potencial biocontrolador de Sclerotinia spp.
generalmente se encuentran hongos y bacterias. Algunos hongos antagonistas como
Coniothyrium minitans Campbell, descrito por Campbell en 1947 como el primer
micoparasito de esclerocios de Sclerotinia spp. (Adams, 1989); Clonostachys rosea (sin.
Gliocladium roseum), Sporidesmium sclerotivorum, Talaromyces flavus, Trichothecium
roseum, Epicoccum purpurascens y Trichoderma spp., son capaces de parasitar y degradar
esclerocios de Sclerotinia spp. o también inhibir el crecimiento micelial del hongo (Rahe y
Utkhede, 1990; De la Isla, 1991; Huang y Kokko, 1993; McLaren et al., 1994; Bolton et al.,
2006; Rabeedran et al., 2006).

Huang (1980), demostré que la aplicacion de C. minitans en el suelo de un cultivo infectado
naturalmente por S. sclerotiorum, redujo la incidencia de la marchitez del girasol en 42% -
46%. Resultados similares fueron observados con este micoparasito en el control de moho

blanco de la lechuga en el Reino Unido por Budge y Whipps (1991).

En condiciones de campo, Trichoderma harzianum se asperjé con el mismo procedimiento
empleado en las aplicaciones de productos quimicos, y presenté un resultado de control un
poco mas bajo que el tratamiento con Benomil pero, sensiblemente mas alto que el testigo.
En el testigo se observd un 46,21% de plantas afectadas; 15,7% con Benomil y 22,4% con T.
harzianum (Avila de Moreno, 1991a; Avila de Moreno, 1991b). Recientemente, Cotes, et al,
(2007) demostraron que la incorporacion de una formulacién a base del hongo Trichoderma
koningiopsis (antes T. koningii) cepa Th003 en el cultivo de lechuga, redujo la incidencia del

moho blanco hasta en 92%.

Aunque el uso de los biocontroladores ha demostrado ser un buen método de control del
moho blanco, se han generado algunas dificultades con la aplicacion de dichos agentes,
pues se requiere cantidades considerables del microorganismo, asi como también es
necesario realizar las aplicaciones con una alta frecuencia para obtener resultados en el
control de la enfermedad (Adams, 1989; Adams y Fravel, 1990). De la misma forma, la
actividad antagénica puede fracasar debido a factores del ambiente que no favorezcan la
actividad del biocontrolador. Si el ambiente al cual ingresa el agente biocontrolador no tiene
las condiciones adecuadas de pH, temperatura, humedad o luz para su normal crecimiento,
luego no puede adaptarse al espacio donde va a llevar a cabo su antagonismo (Rahe y
Utkhede, 1990).
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2.1.3.2. Culturales

Las practicas culturales, son aquellas medidas que destruyen al patdgeno o previenen que
este llegue a las plantas eliminando las fuentes de indéculo. Dichas practicas también
incrementan la resistencia del huésped, modificando las condiciones del ambiente y
volviéndolas desfavorables para la infeccion del fitopatogeno (Davis et al, 2002). Los
controles culturales son muchos y tienen un potencial muy amplio, especialmente porque las

practicas requieren poca o ninguna consideracion reguladora (Davis et al., 2002).

Arado

El arado profundo se basa en el entierro de los esclerocios a profundidades donde estos no
se puedan desarrollar (Subbarao et al., 1996).

Debido a que la viabilidad de los esclerocios disminuye con el tiempo y la profundidad de
entierro, el desplazamiento de los esclerocios a profundidades mayores a 10 cm podria
prevenir las infecciones por moho blanco (Grogan et al., 1980; Imolehin et al., 1980).
Aunque factores como la temperatura del suelo, concentraciones de oxigeno, dioxido de
carbono y etileno cambian con la profundidad del suelo y pueden influenciar la viabilidad del
hongo, Imolehin y Grogan (1980) concluyeron que estos factores habitualmente no limitan el

desarrolio de los esclerocios de S. minor.

Sin embargo, se ha observado que las operaciones de arado pueden redistribuir los
esclerocios en areas donde anteriormente se encontraba ausente el hongo, obteniendo asi,
una nueva infeccién por moho blanco (Subbarao et al., 1996), pues las plantas infectadas

son la principal fuente de indculo del suelo (Subbarao, 1998).

Control de malezas

Dentro de las malezas existen algunas susceptibles a la infeccién por Sclerotinia spp. como
la manzanilla (Anthemis cotula), el vira-vira (Gnaphalium gaudichaidianum), el llantén
(Plantago major), etc., otras portadoras de indculo como la lengua de vaca (Rumex crispus),
borraja (Borago officinalis), cenizo (Circus pygargus), bledo (Amaranthus dubius), etc. o
inmunes a la enfermedad como los pastos, el maiz, el trigo, etc. segun la relacion que se

establezca con el patégeno. Las malezas susceptibles y portadoras son las mas importantes
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por cuanto el hongo puede multiplicarse en ellas y sobrevivir indefinidamente (Avila de
Moreno y Buritica, 1985).

Burnside et al (1998), observaron que la enfermedad moho blanco causada por S.
sclerotiorum tuvo menor incidencia en aquellas zonas donde la mayoria de las malezas
fueron controladas con herbicidas, atribuyendo la reduccion de la infeccién a la disminucion
de la humedad que podria favorecer el desarrollo del moho blanco debido a la eliminacion de

las malezas.
Eliminacién de residuos

La recoleccion y remocion de plantas infectadas, asi como los residuos de cultivos enfermos,
puede reducir efectivamente el inoéculo del fitopatégeno en el campo (Statewide Institute of
Pest Management, 2009). El moho blanco se presenta en focos, por lo cual es conveniente
sacar las plantas enfermas tan pronto se aprecien las primeras manifestaciones de la
enfermedad, cuando las hojas comiencen a mostrar amarillamiento o marchitez (De la Isla,
1991; Avila de Moreno y Velandia, 1992). En lotes con indices altos, se deben retirar todas
las plantas afectadas y destruirlas con el fin de no incrementar el nivel de inoculo (Avila de
Moreno y Velandia, 1992).

Riego

La humedad es quiza el factor mas directamente relacionado con la incidencia de la
infeccion, debe evitarse los excesos de riego y mantener buenos drenajes para una rapida

evacuacion de aguas sobrantes (Avila de Moreno y Velandia, 1992).

Tradicionalmente, el riego por surcos se utilizé debido a su facil operacién, pero el agua
utilizada era bastante e ineficiente y ocasionaba un problema de acumulacién de sales en el
suelo (Subbarao, 1998).

Subbarao et al. (1997) realizaron un estudio donde se evalué el efecto del riego por surcos y
el riego por goteo subsuperficial en el control de enfermedades y la produccion de lechuga.
Observaron que el sistema de riego por goteo subsuperficial mantenia una baja humedad del
suelo, evitando que los esclerocios germinaran y por consiguiente previno la enfermedad en
la lechuga, disminuyendo la incidencia de la enfermedad y aumentando la produccion del
cultivo (Subbarao et al., 1997).
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La enfermedad moho blanco se ve favorecida por factores de alta humedad en el suelo,
temperaturas frias y alta humedad relativa, es posible que el riego por goteo reduzca estos
factores y por tanto reduzca la incidencia de las enfermedades causadas por Sclerotinia spp.
(Bell et al., 1998).

Aunque e! riego por goteo subsuperficial es un sistema de manejo éptimo en areas con
cantidades poco significativas de lluvia durante el cultivo de lechuga, los costos de inversion

son demasiado altos y se requiere de condiciones de manejo intensivas (Subbarao, 1998).

Rotacién

La rotacién de cultivos ha sido empleada en los Ultimos aflos como un método de control del
moho blanco (Hao et al., 2003). Aunque S. minor y S. sclerotiorum no son facilmente
manejables por rotacion de cultivos debido a su amplio rango de hospederos (Subbarao,
1998; Hao et al., 2003), algunas especies no susceptibles a Sclerotinia spp. pueden reducir
la incidencia de la enfermedad en determinado terreno (Laemmlen, 2002; Statewide Institute
of Pest Management, 2009).

La rotacion debe llevarse a cabo en un periodo de por lo menos 3 afios con cultivos que no
sean huéspedes de S. sclerotiorum como espinaca, acelga, remolacha y maiz (De la Isla,
1991) y para S. minor, las especies no hospederas como coliflor, pimentdn, trigo, etc.
(Statewide Institute of Pest Management, 2009). De igual forma, se ha reportado el uso de
brocoli, como especie no huésped, pues gracias a los exudados secretados por la planta, se
puede reducir la viabilidad de los propagulos y la incidencia de la enfermedad causada por
S. minor (Hao y Subbarao, 2006).

2.1.3.3. Fisicas

Durante los ultimos afios, el empleo del control fisico ha generado un notable incremento en
la investigacién y aplicacion de esta herramienta, como alternativa viable para el control de
plagas debido a las restricciones que algunos paises han impuesto en el manejo gquimico de
las enfermedades (Vivas y Astudillo, 2006).

En los métodos de control fisico, el medio ambiente fisico de la plaga es modificado de tal
modo que esta ya no represente una amenaza para el cultivo agricola. Esto se logra con la

generacion de niveles de estrés que provoquen perturbacion o muerte de los fitopatogenos,
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también por el uso de dispositivos como barreras fisicas que protejan a las plantas de
posibles ataques (Vivas y Astudillo, 2006).

Solarizacion

La solarizacidén del suelo es un proceso hidrotérmico, a través de la cobertura del sustrato
himedo con una lamina de polietileno durante los meses de mayor radiacion solar con la
finalidad de eliminar los patégenos existentes en el suelo (Red de accion el alternativas al
uso de agroquimicos, 2003).

Esta practica implica un proceso de desinfeccién a partir del calentamiento de las capas
superficiales del suelo, ocasionado por el incremento de la temperatura (entre 36 y 50°C)
producido por la energia solar irradiada y capturada sobre la l&mina de polietileno, lo

suficiente para inactivar malezas, plagas y patégenos (Katan, 1981; Braicovich, 2004).

Para implementar este método, es necesario mantener el suelo humedecido durante varios
dias o semanas para estimular la activaciéon de las estructuras latentes del fitopatégeno a
formas vegetativas, sensibles a las elevadas temperaturas y por consiguiente controlar la

enfermedad (Braicovich, 2004).

Segun los resultados arrojados por un estudio de Vannacci et al. (1988), la solarizacion
redujo la incidencia de S. minor en el suelo, reduciéndose la recuperacion y viabilidad de los
esclerocios en 26% y 57% respectivamente, lo que indicd que la solarizacion puede reducir
el indculo de hongos formadores de esclerocios en el suelo (Vannacci et al., 1988),

Sin embargo, este proceso solo puede ser utilizado en lugares donde el clima es el
apropiado, con una radiacion solar alta y en terreno donde no sea cultivado por lo menos

durante un mes (Katan, 1981).

2.1.3.4. Genéticas

La seleccion o mejoramiento de cultivares de lechuga, inmunes, resistentes o tolerantes a la
enfermedad moho blanco, es una de las herramientas novedosas en el control de Sclerotinia
spp. Las variedades resistentes, ofrecen la opcion mas fiable, conveniente y menos costosa

en el manejo del moho blanco.
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En un estudio realizado por Newton y Sequeira (1972), se identificaron varios cultivares de
lechuga con un nivel alto de resistencia en cultivo frente a S. sclerotiorum en condiciones de
campo, esta actividad se atribuyé al habito de crecimiento, como determinaron también
Coyne et al. (1974), en frijoles resistentes al moho blanco. En contraste, Abawi et al. (1980),
evaluaron 100 variedades de lechuga y no encontraron ninguna relacion entre el habito de
crecimiento y la resistencia al patégeno. No se han identificado cultivares de lechuga
resistentes a S. minor (Abawi et al., 1985). '

Grube y Ryder (2004) evaluaron la resistencia de plantas de lechuga para lo cual
establecieron dos tratamientos, el primero en terrenos infectados naturalmente con S. minor,
y el segundo en terrenos con un inéculo natural, mas la incorporacion adicional de
esclerocios de S. minor, este mismo procedimiento se llevé a cabo en invernadero. En este
estudio se presentd resistencia parcial a S. minor por parte de las plantas, tanto en
condiciones de campo, como en invernadero, mostrando una reduccién significativa en la
incidencia de la enfermedad en relacién con las plantas susceptibles.

Aunque en las evaluaciones de resistencia en invernadero se obtengan buenos resultados
en el control de la enfermedad, es necesario realizar pruebas en campo, enfrentando al

huésped resistente y al patdégeno a las condiciones del ambiente (Grube y Ryder, 2004).

El desarrollo de huéspedes resistentes ha sido un proceso dificil y lento. Actualmente, no se
encuentran disponibles en el comercio variedades de lechuga resistentes, prorrogando el

uso de una herramienta de control de larga duracion (Subbarao, 1998).
2.1.3.5. Quimicas

Los sistemas de produccidon agricola convencionales, que buscan un incremento en los
rendimientos a bajos costos de mantenimiento de los cultivos; se basan en el uso intensivo
de plaguicidas, que prevengan, destruyan o controlen las enfermedades de una manera
simple y efectiva, proporcionando a los agricultores el reembolso de la inversion en el cultivo

y cosecha de los productos (Torrado, 2000).

El control quimico del moho blanco en plantas de lechuga implica el uso de un amplio grupo
de fungicidas capaces de inhibir las estructuras vegetativas del hongo. La eficacia de este
método de control depende del acierto en la eleccién del producto y de la época y forma de

aplicacion de los mismos (Avila de Moreno y Velandia, 1992).
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Sin embargo, Rahe y Utkhede (1990) afirmaron que el control de hongos formadores de
esclerocios no ha presentado los mejores resultados en la mayoria de los casos, debido a la
destreza del ataque del fitopatdogeno a su hospedero por un tiempo prolongado, a la
capacidad de ocasionar enfermedad por debajo de las capas de suelo, y a los intentos
fallidos y costosos de erradicar quimicamente los esclerocios tanto del suelo, como de los
residuos de cosecha (Rahe y Utkhede, 1990).

La aplicaciéon de fungicidas inmediatamente después del transplante (en la fase de 4 a 6
hojas verdaderas) generalmente reduce significativamente la incidencia de la caida de la
lechuga causada por S. minor pero, por lo general no reducen la infeccién por S.
sclerotiorum (Davis et al., 2002).

El uso inadecuado de los fungicidas ha generado problemas como la pérdida de la fertilidad
natural de los suelos y su erosidn, asi como la destruccién de los microorganismos nativos
de los mismos. De igual forma se ha incrementado la contaminacién en suelos, agua, aire, y
en el producto final, afectando la salud tanto de productores como de consumidores
(Torrado, 2000; Sanchez y Moreno, 2004).

La rotacién de ingredientes activos es una practica importante para no generar tolerancia de
las plagas a los plaguicidas, teniendo en cuenta los mecanismos de accién, disminuir el uso
de productos sistémicos y residuales, disminuir la frecuencia y realizar la aplicacion de las

dosis correctas (Sanchez y Moreno, 2004).

Conociendo el potencial que existe en las poblaciones de Sclerotinia spp. de desarrollar
resistencia a los fungicidas, es necesario contar con una gama de fungicidas de tal forma,

que pueda realizarse rotacion y evitar favorecer el desarrollo de la resistencia (Pérez, 2003)

2.1.3.5.1. Moléculas recomendadas para el control de Sclerotinia spp.

Benomil

Dentro de los primeros fungicidas utilizados en el control de moho blanco se encuentra el
Benomil en el afio 1948. (Torkewitz, 2008), perteneciente al grupo quimico de los
benzimidazoles (Fungicide Resistance Action Committee, 2008). El mecanismo de accion
que desarrolla este ingrediente activo se inicia con su transformacion dentro de la célula del
hongo, en metilbencimidazolil carbamato (MBC) y posteriormente en un mononucledtido
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activo (De Lifian, 1997) (Tabla 1). La molécula de MBC actla interfiriendo ia sintesis del
ADN, la mitosis (formacién del huso cromatico y la segregacion de los cromosomas) y el
mecanismo de transmisién de mensajes genéticos del ADN al ARN (De Lifan, 1997,
Carmona, 2006).

Segun De Lifan (1997), este ingrediente activo estd recomendado para prevenir y curar
enfermedades ocasionadas por Sclerotinia spp. en cultivos de hortalizas en general. Sin
embargo, el Instituto Colombiano Agropecuario — [CA (2008) posee dentro de sus registros,
productos con este ingrediente activo recomendados para su uso en arroz, fresa, frijol y
clavel como Benomyl 50 WP y Zellus, ingresados en el afio 2007. Otros productos como
Colimyl, Bepoint 50 WP y Benomil 50 WP Agricense se encuentran registrados desde el afio
2001 y 2002, pero no se encuentran recomendados para el control de moho blanco de la
lechuga (ICA, 2008).

El Benomil ha sido empleado en el manejo de las enfermedades causadas por Sclerotinia
spp. en girasol, repollo, frijol (Ferreira y Boyle, 1992) y lechuga (Laemmlen, 2002). Algunos
estudios han demostrado que el control quimico de S. minor con este fungicida ha fallado al
realizar aplicaciones post-transplante en cultivos de lechuga en California (Marcum et al.,
1977) y Nueva Zelanda (Hawthorne, 1979). Sin embargo, Ben-Yephet et al, (1986)
demostraron que la aplicacion de Benomil redujo el nimero de esclerocios de S.
sclerotiorum capaces de germinar carpogénicamente, ademas de disminuir la incidencia de
la enfermedad. Actualmente, el Benomil no posee registro para ser usado en cultivos de
lechuga en los Estados Unidos (Subbarao, 1998). La cancelacién de su registro se ha
atribuido a la relacion entre la exposicion de mujeres embarazadas, con la generacion de
malformaciones fetales en ojos y cerebro. Tanto la molécula de Benomil como la de MBC
pueden ocasionar defectos a nivel de higado, sistema reproductor masculino vy
consecuencias mas graves como el cancer (EPA, 2001).

Iprodione y Procimidona
La aparicion de otros ingredientes activos después de esta época como el Iprodione (1974) y
la Procimidona (1976) (Torkewitz, 2008) modificé el manejo de la enfermedad, empleando

otros tipos de moléculas que demostraron un aumento significativo en el control de la

infeccion por Sclerotinia spp. (Subbarao, 1998).
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El Iprodione pertenece al grupo quimico de las dicarboximidas, el cual impide la germinacion
de las esporas y el crecimiento del micelio (De Lifan, 1997) (Tabla 1). Esta molécula puede
inhibir la sintesis de membranas celulares y lipidos, interfiriendo en el control de una serie de
sefiales intracelulares que controlan funciones del hongo, incluyendo la incorporacion de
carbohidratos como constituyente celular (Bayer CS, 2009). Ha sido recomendada para el
control especifico de S. minor en cultivos de lechuga a razén de 0,5 ppm (De Lifian, 1997).
En cuanto a su toxicidad, no se han encontrado casos donde el lprodione genere

complicaciones graves en la salud humana (EPA, 1998).

En Colombia se han registrado en los ultimos afios, cerca de diez productos comerciales que
contienen este ingrediente activo (Voider 500 SC y Torin 500 SC son un ejemplo) los cuales,
son utilizados frecuentemente en el control de enfermedades en flores de corte como el

clavel, el crisantemo y las rosas; hortalizas como el tomate, la cebolla y la papa (ICA, 2008).

Después del afio 1995, se realizé el registro del producto Rovral 50 WP y en el afio 1998 el
registro de Rovral Flo los cuales, no estan recomendados para el control de Sclerotinia spp.
en lechuga (ICA, 2008).

Por otra parte, la Procimidona también pertenece al grupo de las dicarboximidas, actua por
inhibicion de la sintesis de los triglicéridos, con lo que se impide la germinacion de las
esporas y se bloquea el crecimiento micelial (Tabla 1). Este ingrediente activo esta
recomendado para el manejo de S. sclerotiorum en cultivos de lechuga (De Lifian, 1997).
Hasta el momento Unicamente se encuentran registrados ante el ICA dos productos
fungicidas con el ingrediente Procimidona, Sumilex 50 WP (registrado en 1993) y Sialex 50
SC (registrado en 2001), ninguno de los cuales posee recomendaciones de uso en el cultivo
de lechuga ni la enfermedad moho blanco (ICA, 2008). En cuanto a toxicidad, no se

considera un riesgo para la salud humana (EPA, 2005).

Al asperjar Iprodione o Procimidona sobre la cama y la base de las plantas, mojando bien las
hojas inferiores y también el suelo, se logra un buen control de la enfermedad moho blanco
(Subbarao, 1998; Avila de Moreno, 1991b; Dillard, 1987).

Aunque estos fungicidas fueron ampliamente utilizados en el control de Sclerotinia spp,
hasta mediados de los afios ochenta, su efectividad en el manejo de la enfermedad fue poco
duradera (Subbarao, 1998), pues los agricultores realizaron aplicaciones de los productos
durante al menos 3 afios consecutivos (Martin et al., 1991), lo que llevé a un control menos
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satisfactorio de los fungicidas en suelos tratados repetidamente con et mismo ingrediente
activo (Subbarao, 1998).

Tebuconazole

A mediados de los afios ochenta, el ingrediente activo Tebuconazole (1988) (Torkewitz,
2008) aparece por primera vez como producto quimico. Esta molécula hace parte de los
triazoles, un grupo quimico que inﬂuyé en {a formacion y en la selectividad de la membrana
celular (Carmona, 2006), por consiguiente inhibe el proceso de biosintesis de esteroles en
los hongos patégenos (De Lifidn, 1997). El mecanismo detallado se basa en el blogqueo de la
desmetilacion del C'* del lanosterol que da lugar a la acumulacién de trimetilesteroles, luego
impide la deshidrogenacion en el A’ y la acumulacién de 3 A® esteroles, A’ estigmastenol
A>* - estigmastedieno! y A’— ergostenol (De Lifian, 1997) (Tabla 1).

De Lifian (1997) afima que el Tebuconazole posee un campo de actividad muy amplio,
incluyendo Sclerotinia spp.

En el pais se encuentran registrados gran variedad de productos con este ingrediente activo.
En el afio 1994 aparece Folicur EC 250 y en 1998 Folicur EW 250 (ICA, 2008). Los titimos
productos registrados como Nuteb 200 EC y Tacora 25 EW (registrados en el 2008), estan
recomendados para usar en arroz, banano, cebolla de bulbo, cebolla de rama y tomate, pero
no para lechuga (ICA, 2008). No existen datos concretos acerca del control de Sclerotinia
spp. por parte de esta molécula.

Tabla 1. Moléculas usadas en el control de Sclerotinia spp.

Nombre Ingrediente . Grupo .
comercial activo Formulacién quimico Nodo de accion
Beniate Benomil WP Benzimidazoles Lnet;rg?re en la divisidn

. . inhibe la biosintesis de
Folicur Tebuconazole Ew Triazoles ergosterol

Inhibe la sintesis de lipidos

Rovral Iprodione sC Dicarboximidas 4\, \nembrana celular

Inhibe la sintesis de lipidos

Sumilex Procimidona WP Dicarboximidas de la membrana celular
Cantus Boscalid WG Carboximidas  Mhibe la respiracion

. . . Bloguea sl transporte de
Stroby Kresoxim-metil SC Estrobilurinas electrones

{Fuente: Fungicide Resistance Action Committee, 2006)
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Kresoxim-metil y Boscalid

En la actualidad, se han desarrollado moléculas nuevas como Kresoxim-metil (1996) y
Boscalid (2003) (Torkewitz, 2008). Kresoxim-metil es un fungicida sintético de amplio
espectro, perteneciente a la familia de las estrobilurinas, una nueva clase de molécula
biolégica asociada a la estrobilurina A, un compuesto natural producido por el hongo
Strobilurus tenacellus (International Programme on Chemical Safety, 2009). Las
estrobilurinas interfieren en la disponibilidad de oxigeno para la célula y por ende en la
formacién de energia vital para el crecimiento de los hongos (Carmona, 2006). Estas
moléculas impiden la respiracién de las mitocondrias bloqueando el transporte de electrones

en la posicién del complejo citocromo bc (De Lifidn, 1997) (Tabla 1).

Segun los registros de venta de plaguicidas quimicos de uso agricola del ICA, Unicamente se
ha incluido un producto con Kresoxim-metil, Stroby WG regiétrado en el afio 1999 (ICA,
2008).

El Kresoxim-metil actia de modo protectante, curativo y erradicante, resulta efectivo en el
control de varias enfermedades como el moho blanco y en general desarrolla excelente
actividad en contra de la mayoria de los hongos fitopatégenos (Agro-Care Chemical Industry
Group Limited, 2009; Terralia; 2009).

Por otro lado, Boscalid es un nuevo ingrediente activo de amplio espectro perteneciente al
grupo quimico de las anilidas, el cual inhibe la enzima succinato deshidrogenasa, importante

en la cadena transportadora de electrones (Stammler y Speakman, 2006) (Tabla 1).

Recientemente en el pais fueron incluidos en los registros dos productos con Boscalid,
Cantus WG y Cumora SC (registrados en 1998) recomendados para el control de

enfermedades en rosa y banano respectivamente (ICA, 2008)

Este fungicida ha demostrado eficacia en la inhibicion de enfermedades causadas por S.
sclerotiorum, como la pudricién de tallo en canola (Hanson y Lamey, 2001) y moho blanco en
frijol (Dillard et al., 2003). Stammler y Speakman (2006) informaron que hasta ese momento

no se habian encontrado aislamientos de hongos resistentes a dicho ingrediente activo.

37



2.1.3.5.2. Riesgos de desarrollo de resistencia a fungicidas

Las aplicaciones indiscriminadas de fungicidas han aumentado los casos de tolerancia de los
fitopatdgenos a los productos quimicos, generando como consecuencia problemas con
mayor complejidad como el desarrollo de resistencia y favoreciendo la permanencia de la
enfermedad en los campos por tiempo prolongado (Torrado, 2000; Sanchez y Moreno,
2004).

El uso de fungicidas constituye una herramienta econdémica y sencilla de control de
fitopatégenos, por lo cual el agricultor se ve obligado a utilizar estos productos quimicos para
el manejo de las enfermedades sin tener que recurrir a técnicas mas sofisticadas y costosas.
Sin embargo, el esquema de control quimico que implementa el agricultor, no es el mas
conveniente, pues hace caso omiso de las recomendaciones especificas de la casa
comercial que provee los fungicidas (Hubbard et al., 1997), pone en practica sus
conocimientos empiricos y deduce que si la incidencia de enfermedad en sus campos
aumenta, debe incrementar la dosificacién y la frecuencia con que se aplican los productos
para contrarrestar la infeccion de una manera rapida, sin importar la etapa de crecimiento de
la planta (factor critico para la aplicacion) (Martin et al., 1991). Esto genera casos de
insensibilidad o tolerancia a los productos quimicos, debido a que los fitopatdégenos son
expuestos constantemente a estas moléculas durante tiempos prolongados (Martin et al.,
1991).

La tolerancia generada conlleva a la falta de eficacia de los fungicidas, al aumento en la
incidencia de la enfermedad y por consiguiente de la severidad de la enfermedad en los
cultivos (Subbarao, 1998).

La resistencia se intensifica a través de la supervivencia y la propagacion de
microorganismos mutantes durante la exposicion a las moléculas fungicidas (Brent y
Hollomon, 2007). Este incremento puede ser discreto (siendo el resultado de una sola
mutacion de un gen especifico) o gradual (considerado poligénico). Los mecanismos de
resistencia varian, pero principalmente involucran la modificacion del sitio primario de accion

del fungicida por parte del patégeno (Brent y Hollomon, 2007).

Bermejo et al. (2000), atribuyen el desarrollo de resistencia a los fungicidas, a la

combinacion de algunos factores como:
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Por parte del agricultor
o Numero elevado de aplicaciones.
+ Aplicacién de dosis incorrectas.

o Uso de productos equivocados.

Por parte del producto fungicida
o Alta persistencia.
¢ Modo de accion en un sitio simple.

¢ Facilidad de ser metabolizado el ingrediente activo.

Por parte del patégeno
+ Ciclo de vida corto y muchas generaciones.
+ Fecundidad alta y distribucién amplia de la progenie.

e Alta variabilidad genética inherente.

2.1.3.5.3. Resistencia a fungicidas

La resistencia a fungicidas es considerada como la capacidad existente en la naturaleza de
algunos individuos dentro de una poblacién de hongos fitopatdgenos, que les permite
sobrevivir a la aplicacién de un compuesto quimico téxico utilizado a niveles letales, que en
condiciones normales resultaria eficaz contra ese hongo (Bermejo et al, 2000; Montesinos,
2005)

El fenomeno de resistencia de los fitopatdgenos a los productos fitosanitarios, constituye
actualmente el problema que mas preocupa al sector agricola de muchos paises. Este
acontecimiento comenzé a ser un problema en el manejo de enfermedades de los cultivos
agricolas, con el descubrimiento de los fungicidas sistémicos, cuyo modo de accién es
mucho mas especifico que el de sus predecesores, los fungicidas protectantes (Guzman,
2003). Estos productos actian interrumpiendo el desarrollo del agente causal de la
enfermedad después de la infeccion (Patifio y Rodriguez, 2001), exponiendo al fitopatégeno
permanentemente al ingrediente activo. Por consiguiente, la respuesta de este
microorganismo debe entenderse como la capacidad de sobrevivencia frente a un factor
externo adverso del medio donde vive, de manera que el fitopatdgeno tiene la necesidad de
adaptarse a las condiciones desfavorables para favorecer la conservacién de su especie
(Mondino, 2001; Guzman, 2003).
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Origen de la resistencia

La habilidad de adaptacién de una poblacién esta favorecida por la presencia de la
variabilidad genética de algunos de sus individuos. Los individuos que son capaces de
sobrevivir frente a nuevas condiciones adversas han adquirido un cambio a nivel genético
basado en la mutacion y la seleccion. La mutacion es un cambio en la informacion genética
que les permite resistir al fungicida y la seleccién determina los genotipos resistentes para
que se incremente la poblacion, hasta alcanzar niveles tales que posiblemente haran
fracasar el control quimico (Bermejo et al., 2000).

Mecanismos de resistencia

Los principales mecanismos de resistencia que puede llevar a cabo un fitopatégeno
resistente consisten en el desarrollo de una via metabdlica alternativa, la degradacion
metabdlica del fungicida, la exclusion o eliminacion del fungicida y la alteracion del sitio
bioquimico de accion, el cual parece ser el mas desarrollado por los patogenos resistentes
(Brent y Hollomon, 2007). Segin Montesinos (2005), los mecanismos de resistencia a
fungicidas también pueden incluir, disminucion de la permeabilidad celular al producto,
destoxificacion bien sea por modificacion quimica o por inmovilizacién, o por una disminucion

de la afinidad del producto.

Casos de resistencia de S. minory S. sclerotiorum

Aunque el fendmeno de resistencia o tolerancia es novedoso, se han descrito algunos casos
de resistencia por parte de Sclerotinia spp. en diferentes paises.

Algunas cepas de S. minor aisladas de mani han presentado resistencia a moléculas
dicarboximidas como el lprodione y Procimidona (Brenneman et al., 1987). Matheron y
Porchas (2004), evaluaron algunos fungicidas, incluyendo Boscalid, frente a S. minor el cual,

en concentracién de 0,01 ug/mL, solamente inhibi6 su crecimiento en 12%.

En el caso de S. sclerotiorum, el crecimiento fue inhibido en 40%, al evaluar la dosis de 0,1
ng/mL de Boscalid. Este fungicida tuvo mayor control de la enfermedad moho blanco de la
lechuga ocasionada por S. minor que aquella causada por S. sclerotiorum. En Colombia no
se encuentran en la literatura estudios de resistencia de Sclerotinia spp. a fungicidas.
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2.1.3.5.4. Lineas base de fungicidas

Segun Rusell (2004), la linea base de sensibilidad se define como el perfil de sensibilidad de
un determinado hongo al fungicida utilizado para su control, construido con técnicas
biolégicas y moleculares para evaluar la respuesta previa antes de la exposicion de un

individuo o una poblacion al fungicida.

La linea base es una herramienta para el establecimiento y el monitoreo de las estrategias
de manejo de la resistencia (Rusell, 2004). De igual forma permite una temprana deteccion
de los cambios de sensibilidad de una poblacién fitopatéogena, lo que posibilita variar la
estrategia de control teniendo en cuenta los mecanismos de acciéon de los ingredientes

activos antes de que se produzcan pérdidas econémicas (Muifio et al., 2002).

Esta practica consiste en la toma de muestras de la poblacion de campo de un fitopatdgeno
para medir el grado de sensibilidad a uno o mas fungicidas in vitro (Rusell, 2004). El
desarrollo de pruebas de sensibilidad (lineas base) es una herramienta fundamental para
establecer un punto de referencia sobre el nivel de tolerancia de un fitopatégeno bajo
condiciones controladas en laboratorio sin embargo, es importante que estos estudios sean
complementados con pruebas in vivo en campos experimentales, que permitan obtener
datos equivalentes a los encontrados in vitro, que relacionen los datos hallados para poder
generar algunas alternativas para un mejor uso del producto fungicida, sin ocasionar
posibles casos de resistencia a los ingredientes activos que lo componen (Alfonso vy
Sandoval, 2008).

Formas de evaluar la sensibilidad de un fitopatégeno

Diversos autores han sugerido algunos métodos para la determinacion de sensibilidad a
productos fungicidas por parte de un hongo fitopatégeno (Georgopoulos, 1982; Staub y
Sozzi, 1984; Muifio et al., 2002; FRAC, 2009).

La eleccién de la técnica para llevar a cabo una prueba de sensibilidad depende del
propdsito del estudio y de la combinacion hongo — fungicida (Staub y Sozzi, 1984). Estos
métodos de deteccion de cepas fitopatdégenas sensibles a los productos de control quimico
se han basado en bioensayos convencionales, en los cuales los organismos son expuestos

a un gradiente de dosis o concentraciones de los plaguicidas evaluando crecimiento,
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mortalidad, o aumento de la poblacion y determinando el nivel de sensibilidad en que se
encuentran (Georgopoulos, 1982).

Algunas herramientas simples y rapidas como pruebas de germinaciéon de esporas sobre
agar, son buenas en algunos casos, pues permiten analizar un gran nliimero de esporas en
pocos dias, permitiendo la deteccibn de niveles bajos de resistencia en pobiaciones
sensibles (Staub y Sozzi, 1984). Sin embargo, ésta técnica no podria utilizarse para aquellos
hongos que no esporulan facilmente, por esto es necesario buscar otras pruebas como la
medicion de crecimiento radial en medios adicionados con fungicida (Staub y Sozzi, 1984).

En Cuba, Muifio et al, (2002) sugirieron algunos métodos para medir la sensibilidad a
fungicidas por parte de los fitopatégenos (Tabla 2).

Tabla 2. Métodos estandarizados en Cuba para la evaluacion de la sensibilidad a los
fungicidas

Métodos in vitro Métodos in vivo

Crecimiento del hongo en medio liquido con

Eficacia en cotiledones de la planta

fungicida
Medicién del tamafio del tubo germinativo Eficacia sobre discos de hojas
Descarga de ascosporas Eficacia en hojas completas

Crecimiento radial de ia colonia del hongo )
. . Eficacia en plantas completas
en medio sélido

“Fuente: Muitio ef al. (2002)

Recientemente el Comité de Accién para la Resistencia a los Fungicidas (FRAC), publicé
algunas herramientas dtiles en la deteccion de resistencia con mayor especificidad para
fitopatégenos y fungicidas (FRAC, 2009). Dentro de las técnicas empleadas para evaluar la
sensibilidad in vitro se incluyen: germinacion de conidios, microplacas, ensayos de
germinacién del tubo germinal, crecimiento diametral, entre otras. También se describen
experimentos in vivo como pruebas de sensibilidad en segmentos de hojas, discos de hojas
o plantas completas (FRAC, 2008). Un estudio realizado por Stammler ef al. (2007) donde se
evalud la sensibilidad de S. sclerofiorum frente al ingrediente active Boscalid mediante la
técnica de crecimiento diametral modificado, permitid detectar de una manera rapida y
confiable el nivel de tolerancia a esta molécula.
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Organismos de control de productos fitosanitarios

Entidades como la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) y el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) son las entidades ambientales encargadas de
reglamentar y controlar el registro, venta y uso de productos quimicos empleados en la
produccion agricola (US EPA, 2009; ICA, 2009). Todos los agroquimicos vendidos o
distribuidos en Estados Unidos o Colombia, deben estar registrados ante dichas
instituciones, con los correspondientes estudios de sensibilidad y pruebas de eficacia,
demostrando que estos productos pueden ser empleados en el control de plagas sin
ocasionar riesgo para la salud humana o consecuencias para el medio ambiente (US EPA,
2009; ICA, 2009).

En el caso de la EPA, aquellos plaguicidas registrados antes de Noviembre 1 de 1984 deben
ser nuevamente registrados ante esta autoridad, pues de esta forma los plaguicidas se
someten a una evaluacion mas rigurosa y exigente asegurando la eficacia de los mismos en
el control de las enfermedades y disminuyendo los riesgos para el ambiente y la salud de la
poblacion (US EPA, 2009).

Requisitos para el registro de plaguicidas quimicos

Algunos requisitos exigidos por la Comunidad Andina de la cual hace parte Colombia para
realizar el registro y control de plaguicidas quimicos de uso agricola, se encuentran
consignados en la Decision 436: Norma Andina para el registro y control de plaguicidas
quimicos de uso agricola, Capitulo VI: Del registro nacional de plaguicidas quimicos de uso
agricola, Seccién !I: Requisitos para el registro, Articulos 17 al 21 (Comunidad Andina,
2009). Los cuales sefialan que se debe presentar la solicitud de registro ante la Autoridad
Nacional competente incluyendo los siguientes datos: Caracteristicas del ingrediente activo;
como el nombre comun, el nombre quimico, la formula estructural y el grupo quimico.
Propiedades fisicas y quimicas: el aspecto, el color, la densidad y la solubilidad. Aspectos
relacionados a su utilidad: el mecanismo de accion, el efecto sobre los fitopatogenos, los
organismos blanco, el modo de accion sobre las plagas, el ambito de aplicacion previsto, las
condiciones fitosanitarias y ambientales para ser usado, la resistencia (informacion sobre
desarrollo de resistencia y estrategias de monitoreo). Efectos téxicos en especies mamiferas

y otras especies. Informacion de seguridad, entre ofras.
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Ademas se debe incluir caracteristicas generales del producto formulado: el nombre del
producto, el nombre del ingrediente activo, el tipo de formulacion. La composicion: contenido
de sustancia activa. Datos de aplicacion: efecto sobre plagas y cultivos, la dosis
recomendada, los métodos de aplicacion. Datos de seguridad, entre otros (Comunidad
Andina, 2009).

Una vez cumplido este requisito, la Autoridad Nacional competente otorgara el Certificado de
Registro Nacional del plaguicida quimico de uso agricola, una vez se hayan obtenido los
resultados de la valoracién del producto y se hayan presentado los datos del bioensayo de
eficacia que demuestren que los beneficios son mayores que los riesgos que puede

ocasionar el empleo de dicho producto (Comunidad Andina, 2009).

La persona natural o juridica que solicite el Registro Nacional de un plaguicida es el
encargado de realizar el seguimiento de la eficacia de productos bajo las solicitudes y
procedimientos establecidos y autorizados por la Autoridad Nacional competente la cual
finalmente supervisa el desarrollo de los ensayos de eficacia. Estos ensayos deben ser
realizados por personas naturales o juridicas, publicas o privadas que contengan el aval de
la Autoridad Nacional competente quien demuestra que el producto contintia cumpliendo con

los fines propuestos sin ocasionar efectos perjudiciales al cultivo (Comunidad Andina, 2009).
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3. Formulacién del problema y justificacion de la investigacion
3.1. Formulacion del problema

La lechuga es una de las hortalizas con mayor importancia econdmica en Colombia, ocupa
el segundo lugar después de la zanahoria y antes del cilantro (DANE, 2002). Es cultivada en
los departamentos de Antioquia, Bolivar, Boyaca, Cesar, Cdérdoba y Cundinamarca
(Velasquez y Giraldo, 2005), donde se destacan los extensos cultivos de la sabana de
Bogota, principal area productora del pais, con el 72% del area sembrada a nivel nacional
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2008). Sin embargo, el rendimiento promedio de
21.59 Ton/Ha obtenido en el pais (DANE, 2002) es muy bajo, en comparaciéon con los
rendimientos de paises como Estados Unidos con 34 Ton/Ha (Velasquez y Giraldo, 2005) y
Espafia con 28.74 Ton/Ha (Ryder, 1998). Esta diferencia podria deberse a la incidencia de
un gran numero de enfermedades ocasionadas por bacterias y hongos y dafios por insectos

plaga y moluscos que disminuyen el nimero de plantas por cosechar (Davis et al., 2002).

La enfermedad moho blanco de la lechuga (Lettuce drop) es uno de los problemas
fitosanitarios mas importantes del cultivo, debido a que puede ocasionar grandes pérdidas
economicas predominantemente cerca de la cosecha, es asi como se ha estimado que a
nivel mundial ocurren pérdidas cercanas a 150 millones de délares anualmente (Suszkiw,
2003). En la Sabana de Bogotd, especificamente en la zona de Mosquera, la enfermedad ha
causado pérdidas entre el 12%, y el 54% (Moreno et al., 2009). Las dos especies de hongos
del género Sclerotinia spp. (S. minory S. Sclerotiorum) descritas como los agentes causales,
también estan presentes en los suelos donde se cultiva lechuga en la regién Sabana de
Occidente de Cundinamarca (Smith, 2007; Moreno et al., 2009). Estos hongos pueden
sobrevivir y persistir durante periodos prolongados de tiempo, gracias a la formacion de
estructuras de resistencia tales como los esclerocios (Abawi y Grogan, 1979; Purdy, 1979;
Subbarao, 1998)

El control quimico es la principal herramienta que utilizan los productores de lechuga para el
control del moho blanco y en general, en el pais se conoce que no hay fungicidas registrados
ante el ICA para el control de Sclerotinia spp. en lechuga; aun asi los agricultores los utilizan
casi siempre de una forma incorrecta, obteniendo bajos niveles de eficacia. El uso excesivo
de diferentes moléculas con dosificaciones erroneas, asi como el uso del fungicida
equivocado y el uso de un solo producto por mucho tiempo, ocasionan que los

microorganismos nativos del suelo disminuyan su poblacion y se favorece el desarrollo de
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fitopatdgenos tolerantes o resistentes. De igual forma, esta situacion implica un aumento en
los costos de produccion por el malgasto de los agroquimicos y causa un grave deterioro
ambiental y de salud publica.

El uso de fungicidas de sintesis quimica en el cultivo de lechuga en la Sabana de Bogota se
ha realizado por mas de cuatro décadas (Nivia, 2007) y hasta ahora no se ha realizado un
estudio para determinar el estado de sensibilidad de Sclerotinia spp. a estas sustancias. El
conocimiento que se espera generar en el presente estudio aportaria recomendaciones de
uso de los fungicidas para el desarrollo de pruebas de eficacia en campo contra Sclerotinia

sp. en el cultivo de lechuga.

3.2. Justificacion de la investigacion

Actualmente la construccion de lineas base de fungicidas, es la principal herramienta
utilizada por los investigadores que trabajan en la proteccion de cultivos frente a la aparicion
del fenébmeno de resistencia de los fitopatégenos a dichos agroquimicos.

Esta herramienta, construida por medio de técnicas biologicas sencillas, rapidas,
reproducibles, econémicas y de resultados confiables, permite detectar y medir el nivel de
sensibilidad o resistencia del fitopatégeno a un fungicida con el fin de obtener informacion
sobre la respuesta de éste a la molécula inhibitoria de su crecimiento. Con los datos
obtenidos puede disefiarse un perfil de sensibilidad para establecer un punto de referencia

del comportamiento del microorganismo ante la exposicién al fungicida establecido.

La provisién de datos de sensibilidad es un requisito fundamental para el registro de nuevas
moléculas y la renovacion del registro de las moléculas ya establecidas. Sin embargo, si al
evaluar in vitro un producto, éste no es eficaz para el fin que se ha destinado, dificiimente lo
sera en campo (Gonzalez, 2005). Es importante resaltar que aunque un producto sea
efectivo in vitro, no necesariamente lo serd en campo pues en su forma de actuar influyen
factores como la degradabilidad, la persistencia, etc. (Alfonso y Sandoval, 2008).

Los ensayos in vitro sélo dan una estimacién indirecta del valor practico del producto
(Alfonso y Sandoval, 2008), por esto es necesario realizar pruebas de eficacia bajo
condiciones de campo de los fungicidas, para verificar que esta informacion coincide con o
obtenido en las lineas base de sensibilidad, con el proposito de implementar posibles

mejores usos de los fungicidas, evitando el desarrollo de resistencia del hongo.
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En Colombia, la lechuga es una de las hortalizas que ha conseguido un alto nivel de
consumo en los ultimos afos. Igualmente, el aumento en el rendimiento de las cosechas, ha
favorecido su permanencia en el mercado en varias épocas del afio, lo que demuestra la
importancia econémica de este producto en el pais. A pesar de la importancia que tiene el
cultivo de esta hortaliza, Sclerotinia sp. patégeno que causa la enfermedad moho blanco en
la lechuga, ha generado pérdidas devastadoras en las principales areas de produccion y ha

incrementado los costos de manejo de la enfermedad.

Por lo anterior, surge la necesidad de realizar esta investigacion con el proposito de obtener
informacion sobre el estado de la sensibilidad de Sclerotinia sp. en los cultivos de la Sabana
de Bogota y de esta forma sugerir valores de concentraciones que se deben evaluar en
pruebas de eficacia in vivo para el registro de productos en el cultivo de lechuga. A mediano
plazo se espera que esta investigacion contribuya a la disminucion de los niveles de
incidencia del moho blanco, a evitar el desarrollo de resistencia y a favorecer la

competitividad del cultivo de la lechuga.
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4. Objetivo

Determinar la sensibilidad de S. minor y S. sclerotiorum a fungicidas utilizados por los
agricultores y otros recomendados para el control de la enfermedad moho blanco de la

lechuga.
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5. Materiales y métodos

La investigacién se desarrolld en el Laboratorio de Control Biologico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria —
Corpoica (Mosquera, Cundinamarca).

5.1. Reactivacion de aislamientos conservados

Los aislamientos Sc001 y Sc002 de S. minor y S. sclerotiorum respectivamente,
conservados en el Banco de Germoplasma de microorganismos con interés en Control
Biolégico de Corpoica y que fueron aisladas previamente de campos comerciales en los
municipios de Funza (finca Lagunilla) y Mosquera (finca La Fragua), se reactivaron
inoculando esclerocios en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa sintético (PDA, 39 g/L;
Scharlau Chemie S. A.), suplementado con Cloranfenicol (cf, 260 mg/L; Merck) y se
incubaron a 25 °C hasta observar crecimiento de micelio del hongo. Estos aislamientos se
emplearon en la prueba de sensibilidad a fungicidas in vitro.

5.2. Aislamiento de hongos a partir de material de campo

Para obtener otros aislamientos de S. minor y S. sclerotiorum se colectaron muestras de
lechuga (hojas, raices o plantas completas) con sintomas y/o signos de la enfermedad moho
blanco, en tres cultivos de los municipios de Funza, Madrid y Mosquera, Cundinamarca.
Estas muestras se procesaron en el laboratorio, seleccionando esclerocios de cada muestra
por separado; con aquellas plantas que no presentaron esclerocios, sino unicamente micelio,
se realiz6 indexacién del tejido enfermo. Para esto se tomaron trozos de 5 mm por 5 mm de
tejido vegetal enfermo y se desinfectaron en alcohol (75%) durante 30 segundos, fuego en
una solucién de Hipoclorito de sodio (1%) durante un minuto y finalmente se lavaron con
abundante agua estéril. Posteriormente, los trozos desinfectados se inocularon en medio de
cultivo PDAcf. De igual manera, se procedié con la desinfeccion de los esclerocios
seleccionados de las muestras y también se inocularon en medio de cultivo PDAcf. Las cajas
de Petri se incubaron a 25 °C hasta observar crecimiento de micelio del hongo y se realizoé la

purificacion de las colonias.

Una vez se aislaron los microorganismos se realizd la conservacion segun el procedimiento
utilizado por el Banco de Germoplasma de microorganismos con interés en Control Biolégico

de Corpoica.
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5.3. Seleccion de ingredientes activos y dosis para la prueba de sensibilidad

Se seleccionaron seis moléculas, de las cuatgs tres han sido empleadas en estudios de
sensibilidad in vitro o recomendadas comercialmente para el control de Sclerotinia spp. en
fechuga en oftros paises (Boscalid, Kresoxin#meti! y Tebuconazole) y tres que han sido
empleadas comuanmente por los agricultores de los municipios de Funza, Madrid y Mosquera
{Benomil, Iprodione y Procimidona). Para la seleccién de las dosis por evaluar se tuvo en
cuenta la dosis mas alta de ingrediente activo recomendada en la etiqueta del producto
comercial (Dosis 4), la mitad de la dosis comergial (Dosis 2), 2/3 partes de la dosis comercial
{Dosis 3), 3/2 partes de la dosis comercial (Dosis 5) y el doble de la dosis comerciat (Dosis
6). La Dosis 1 corresponde al testigo absoluto (Tabia 3).

Tabla 3. Fungicidas y dosis para ia prueba de sensibilidad in vifro

Nombre Ingrediente ' Dosis {ppmi.a)

comercial activo 1 2 3 4 5 8

Benomil 50 WP
Agricense Benomil 0 125 166,66 250 375 500
(Agricense LTDA.)

Cantus ™ WG
(BASF Quimica Boscalid 0 300 400 600 900 1200
Colombiana S.A)

Folicur ® EW 250
{Bayer Tebuconazole 0 0,5 0,68 1 1,75 2
Cropscience S.A.)

Rovral ® Flo
(Bayer Iprodione 0 0,25 0,33 0.5 0,75 1
Cropscience S.A.)

Stroby ® SC
(BASF Quimica Kresoxim-metil 0 0,063 0,083 0,125 0,188 025
Colombiana S.A)

Sumilex 50 ® WP

. Procimidona 0 250 333,33 500 750 1000
(Fumitoro)
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5.4. Evaluacién de la sensibilidad de S. minor y S. sclerotiorum a fungicidas
5.4.1. Obtencién de indculo

Con el fin de establecer una coleccidon de trabajo se realizaron dos repiques consecutivos de
los aislamientos de Sclerotinia sp. Para esto con un sacabocados se sacé un disco (5 mm)
de medio de cultivo colonizado con micelio del r'riargen de la colonia y se colocé en el centro
de una caja de Petri con PDAcf para cada aislamiento. Las cajas se incubaron a 25 °C por 6
dias. Después de este tiempo, se realizé un segundo pase de la colonia a medio de cultivo
fresco (PDAcf) siguiendo la misma metodologia, se colectaron los esclerocios con una pinza
estéril y se conservaron en tubos eppendorf a temperatura ambiente. Con este Ultimo

repique se realizé el montaje de la prueba de sensibilidad.

5.4.2. Preparacion de los medios de cultivo con fungicida

Para la elaboracion de los medios de cultivo con fungicida, se tuvo en cuenta las
concentraciones de ingrediente activo por evaluar y el volumen final de medio de cultivo
necesario para las unidades experimentales (Anexo 1). Teniendo en cuenta estos datos se
prepar6 una solucién stock, con base en la dosis recomendada de producto comercial y la
solubilidad de cada uno de los fungicidas (Anexo 2). Para preparar dicha solucion se
utilizaron como solventes, agua destilada para los fungicidas Folicur, Rovral, Stroby y Cantus

y acetona para Benlate y Sumilex.

Por ejemplo: para el fungicida Sumilex se seleccion6 la dosis de 1 g/L, recomendada por la
casa comercial, en este producto el ingrediente activo Procimidona esta en concentracion de
50% p/p.

Para preparar la solucion stock del fungicida se utilizé como solvente la acetona en la cual,
este ingrediente activo tiene una solubilidad de 180.000 ppm, ya que en agua dicho
ingrediente no fue soluble. El volumen final de la solucién stock necesario para adicionar a
los medios de cultivo fue de 7 mL, la concentracién de Procimidona en éste volumen fue de

170.000 ppm y para obtener esta concentracién se adicionaron 2,4 g del producto Sumilex.

Al mismo tiempo, se preparé medio PDA sintético y se esterilizo en autoclave a 121 °C, 15
PSI por 20 minutos. Una vez el agar bajé su temperatura a 45 °C aproximadamente, se

adicion6 el volumen requerido de la solucién stock de fungicida al medio para obtener las
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diferentes concentraciones a evaluar, se agité para homogenizar y luego se sirvieron
aproximadamente 15 mL del medio en las cajas de Petri y se dejo solidificar.

5.4.3. Prueba in vitro de sensibilidad

Con ayuda de un sacabocados estéril se sacé un disco de agar de 5,31 mm de diametro del
margen de un cultivo de 6 dias de crecimiento; éste se inoculd en el centro de una caja de
Petri con el medio preparado anteriormente y se llevé a incubar a 25 °C por 8 dias.
Diariamente se midi6 el crecimiento diametral de la colonia (dos diametros perpendiculares
que fueron promediados) y finalizado el ensayo se contaron los esclerocios producidos por
cada hongo.

Los experimentos se realizaron mediante un disefio experimental completamente al azar con
tres repeticiones. La unidad experimental consisti® en una caja de Petri. Para cada
aislamiento se utilizé como testigo el crecimiento del hongo en medio de cultivo PDA sin
fungicida.

5.5. Analisis de la informacion

Con base en los datos de crecimiento de los aislamientos de Sclerotinia sp. obtenidos en el
testigo y en la dosis recomendada de cada fungicida, se determin6 la velocidad de
crecimiento micelial (mm/dia). Para esto se realizd un analisis de regresion lineal entre el
diametro de la colonia y el tiempo de crecimiento para cada repeticién, con ayuda del
programa Excel de Microsoft Office 2007%. Se aceptaron aquellos tratamientos que
presentaron un R? > 0,75. Posteriormente, se calcularon las pendientes de cada recta,
correspondientes a la velocidad de crecimiento de cada hongo, valores que fueron
sometidos a un andlisis de varianza y a una prueba de comparacion de medias de Tukey (o=

0.05) utilizando el programa Statistix® Version 1.0.
De la misma forma los datos de la cinética de crecimiento, permitieron determinar el

porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislamientos debido a la accion del ingrediente
activo mediante la siguiente formula:
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IM (%) = (CML —CM) - (CMF -CM} § X 100
{CML - CM)

IM (%): Porcentaje de inhibicién crecimiento micelial
CML: Crecimiento diametral de la colonia en el testigo
CM: Diametro inicial del in6culo (disco con micelib)

CMF: Crecimiento diametral de la colonia expuesta al fungicida
Adaptado de Patifio y Rodriguez, (2001).

También se estimaron los valores de la Concentracion efectiva 50 (CEsg) (concentracion
requerida del fungicida para reducir el crecimiento del hongo en un 50%) mediante un
analisis Probit (Finney, 1971).
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6. Resultados y discusion
6.1. Aislamiento de Sclerotinia minory S. sclerotiorum

Los aislamientos Sc001 y Sc002 crecieron en el medio de cultivo después de inocular
esclerocios. La morfologia de los dos hongos coﬁrespondié a la descrita por Martinez (2008),
corroborando las caracteristicas de crecimiento de estos aislamientos en medio de cultivo.
Particularmente, el aislamiento Sc001 presenté un micelio algodonoso de color blanco y
después de 6 dias de incubacion se observé la formacién de esclerocios pequefios (0.5 mm
a 2 mm), de forma predominantemente redonda y con una distribuciéon uniforme en la caja de
Petri (Figura 3A). Por las caracteristicas morfolégicas, se determiné que la especie de este
hongo corresponde a S. minor (Hawthorne, 1975; Davis et al., 2002; Hao et al., 2003).

En el caso del aislamiento Sc002, la morfologia macroscopica de la colonia también
coincidio con las caracteristicas descritas pdr Martinez (2008), quien sefiala que el
crecimiento de S. sclerotiorum en medio de cultivo se caracteriza por la formacién de micelio
blanco, de textura algodonosa y forma esclerocios de tamafio grande (>2 mm), de forma
irregular, ubicados en los margenes de crecimiento de la colonia (Figura 3B) (Kohn, 1979;
Davis et al., 2002).

A partir de las muestras de lechuga con sintomas y/o signos de la enfermedad moho blanco
colectadas en los municipios de Funza, Madrid y Mosquera, se obtuvo un total de cuatro
aislamientos de Sclerotinia sp. Dos aislamientos se identificaron como S. minor y los otros
dos como S. sclerotiorum, segun las caracteristicas macroscopicas observadas en el medio

de cultivo.

De las fincas Hacienda Villa Amparo (Funza) y Parcelas Il (Mosquera) se obtuvieron dos
aislamientos correspondientes a las especies S. minor y S. sclerotiorum respectivamente,
mientras que de la finca San Nicolas (Madrid) se aislaron las dos especies (Tabla 4). El
crecimiento del aislamiento de la finca Hacienda Villa Amparo en medio de cultivo se
caracterizé por presentar un micelio blanco algodonoso después del dia 2 de inoculacion y
por la produccion de esclerocios de color negro, de tamafio pequefio y de forma regular,
distribuidos de manera uniforme sobre el medio de cultivo después del dia 6 de crecimiento,
caracteristicas que sugieren que la especie encontrada en el esta finca es S. minor, pues
coincide con las descripciones de Hawthorne (1975), Hao et al., (2003) y Davis et al., (2002)
(Figura 3C).
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Tabla 4. Codificacién de los aislamientos de Sclerotinia minory S. sclerotiorum

L . Cédigo
Municipio Vereda Finca Especie
asignado
E Tres esquinas Lagunilla S. sclerotiorum Sc002
unza
Lalsla Hacienda Villa Amparo S. minor Sc005
El Corso San Nicolas S. sclerotiorum Sc006
Madrid
El Corso San Nicolas S. minor Sc007
San José Parcelas Il S. sclerotiorum Sc008
Mosquera
San Jorge La Fragua S. minor Sc001

Por otra parte, el aislamiento obtenido de la finca Parcelas Il presentd caracteristicas
semejantes a las descritas para S. sclerotiorum, con micelio de color blanco y de textura
algodonosa al segundo dia de crecimiento. Posteriormente, se produjeron esclerocios
negros de forma irregular y de tamafio relativqmente grande, cualidades parecidas a las
descritas por Kohn (1979) y Davis et al., (2002) f(Figura 3D). En los aislamientos de la finca
San Nicolas (Madrid) se observaron dos tipos diferentes de crecimiento, ya que uno de ellos
comparti6 las caracteristicas descritas para S. sclerotiorum, mientras que el otro presenté

propiedades semejantes a las descritas para S. minor (Figura 3E, F).

El crecimiento de los aislamientos Sc005 y Sc007 coincidié con las descripciones realizadas
por Hawthorne (1975), Davis et al., (2002) y Hao et al., (2003) para la especie S. minor,
mientras que las caracteristicas de los aislamientos Sc006 y SC008 fueron similares a
aquellas descritas por Kohn (1979) y Davis et al., (2002) para la especie S. sclerotiorum.
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incubacion a 25°C. A. Aislamiento Sc001 (S. minon). B. Aisllamnento Sc002 (S. sclerotiorum). C, Aislamiento Sc005

(S. minor). D. Aislamiento Sc006 (S. sclerotiorum). E. Aislamiento Sc007 (S. sclerotiorum). F. Aislamiento Sc008 (S.
|

minor).
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6.2. Evaluacion de la sensibilidad de S. minory S. sclerotiorum a fungicidas

La prueba in vitro de sensibilidad a fungicidas se realizé con los seis aislamientos de
Sclerotinia sp., descritos en la tabla 4. Este experimento permitio observar el
comportamiento en el crecimiento de dichos aislamientos provenientes de los municipios de
Funza, Madrid y Mosquera (Cundinamarca), cuando se condicion6é su desarrollo con la
adicion de fungicidas al medio de cultivo.

Con los fungicidas prodione (Rovral®), Procimidona (Sumilex®) y Tebuconazole (Folicur®),
|

todos los aislamientos presentaron la misma tendencia en cuanto la inhibicion del

crecimiento de la colonia, la restriccién en la produccion de esclerocios y la velocidad de

crecimiento.

Después de 8 dias de contacto, los compuestos Iprodione y Procimidona inhibieron
totalmente el crecimiento de todos los aislamientos del hongo en las cinco concentraciones
evaluadas. Estos ingredientes activos pertenecen al grupo quimico de las dicarboximidas,
moléculas que afectan principalmente el crecimiento de los hongos y en menor razon la
germinacion de las esporas (De Lifian, 1997; Damicone, 2000; Beltran et al., 2006; Pappas y
Fisher, 2008:), efecto debido a la inhibicion de la biosintesis de quitina y de los triglicéridos
de las membranas biolégicas, por alteracién oxidativa de sus componentes (Pappas y
Fisher, 20086).

Las dicarboximidas (lprodione y Procimidona) f6rman el radical peréxido u ofras especies
reactivas de oxigeno de forma directa o indirecta, lo que genera estrés oxidativo en la célula
al acumularse en grandes cantidades. Dicha acumulacién causa la peroxidacion de los
lipidos insaturados de las membranas biolégicas (Lee et al., 1998 citado por Beltran et al.,
2006; Choi et al, 1996 citado por Beltran et al, 2006) lo cual, es favorecido por la
abundancia de acidos grasos en dichas estructuras celulares (Melo y Cuamatzi, 2007).

Los dobles enlaces de las cadenas de los é;cidos grasos son muy vulnerables a las
reacciones con agentes oxidantes fuertes (Melo y Cuamatzi, 2007), los cuales pueden ser
otorgados por las moléculas dicarboximidas (Beltran et al, 2006). La reaccién entre los
agentes oxidantes y los lipidos de las membranas conlleva a la formacion de moléculas
como el hidroperéxido (Melo y Camatzi, 2007), un producto altamente toxico dificil de
degradar, que altera el gradiente ionico celular ocasionando la pérdida de la permeabilidad
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selectiva de la membrana y de la fluidez de la misma (Pérez, 2009b), y genera efectos
graves sobre su estructura y funcionamiento (Hisada et al., 1978; Melo y Cuamatzi, 2007).

La molécula de Iprodione ha sido empleada para el manejo de moho blanco en lechuga en
algunos paises con resultados satisfactorios de control (Hubbard et al, 1997), asi como
también para otro tipo de fitopatogenos (Hisada et al., 1978; Pappas y Fisher, 2006). Segin
De Lifian (1997) se recomienda para el manejo especifico de S. minor en cultivos de lechuga

a una concentracion de 0,5 ppm.

En Colombia existe una gran variedad de fungibidas a base de este ingrediente activo, el
cual es empleado por los agricultores frecuentemente para el control de varias
enfermedades en flores de corte (clavel, crisantemo y rosas), hortalizas (tomate, cebolla y
papa) (ICA, 2008) y lechuga.

En paises como Espafia la Procimidona esta recomendada para el control del moho blanco
causado por las especies de S. sclerotiorum y S. minor (Terralia, 2009). De igual forma, De
Lifian (1997) indica que este ingrediente activc; esta recomendado para el manejo de S.
sclerotiorum en cultivos de lechuga (De Lifian, 1997). En Colombia la Procimidona se
encuentra registrada para el control de Botrytis sp. en clavel, pero no para el manejo de

Sclerotinia sp. en lechuga.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron una inhibicién total del
crecimiento de los aislamientos evaluados, lo que sugiere una alta sensibilidad de estos a
dicha molécula; por lo que la Procimidona podria ser un fungicida con alto potencial para el
control eficiente de Sclerotinia sp. en cultivos de lechuga.

Al igual que con Iprodione y Procimidona, el ingrediente activo Tebuconazole caus6 una
inhibicion notoria del crecimiento de todos los aislamientos, aun con la concentracion mas
baja evaluada. Este ingrediente activo impidié el desarrollo de Sclerotinia sp., posiblemente
debido a que su mecanismo de accién se fundamenta en el cambio de la morfologia de la
membrana citoplasmatica de los hongos, la cual adopta una estructura excesivamente
permeable, ocasionando la pérdida de fluidez, generando inestabilidad y fragilidad, e
impidiendo la nutricion y el desarrolio del microorganismo y desencadenando finaimente la
lisis celular. Este efecto se debe a la inhibicién de la biosintesis del ergosterol, componente

constitutivo de la membrana celular (De Lifian, 1997).
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La ruta metabdlica asociada a la formacién del ergosterol inicia con el lanosterol como
precursor. La enzima lanosterol-demetilasa (dependiente de citocromo P-450), la cual
cataliza la reaccion de desmetilacion de esta’ molécula y da origen a la de ergosterol
(Saavedra, 2007). El Tebuconazole impide de forma selectiva la actividad de la enzima, pues
por medio de un mecanismo indirecto, éste actua sobre el grupo hemo presente en el
citocromo P-450, cofactor enzimatico de la reaccidon de catalisis y en consecuencia, ocurre
acumulacion de trimetilesteroles dentro de la célula. Posteriormente se bloquea la

deshidrogenacién en el A’ del lanosterol y se produce la acumulacién de 3 Adesteroles como

5.22

A’ estigmastenol A’* estigmastedienol y A’ - ergdsteno,l (De Lifian, 1997).

Desde el afio 1994 se encuentran registrados varios fungicidas con el principio activo
Tebuconazole en el mercado colombiano de productos fitosanitarios. Sin embargo, el uso
convencional de esta molécula ha sido principalmente en arroz, banano, cebolla de bulbo,
cebolla de rama y tomate (ICA, 2008) pero, no se tiene informacién sobre su uso en el cultivo
de lechuga. En otros paises como Estados Unidos, este producto ha sido empleado en el
control de enfermedades causadas por S. sclerotiorum en cultivos de soya y canola (Mueller
et al,, 2002; Bradley et al., 2006) pero, no se ha descrito su uso en el cultivo de lechuga.

Mueller et al, (2002) también evaluaron el efecto de algunos fungicidas (incluyendo
Tebuconazole) en el crecimiento de S. sclerotiorum aislado de plantas de soya con sintomas
de pudricion del tallo. Estos autores determinaroﬁ el crecimiento radial del hongo en el medio
de cultivo suplementado con fungicida, evaluando las dosis 0.1, 1, 10, 50, 100 y 500 ppm,
determinando que todos los fungicidas redujeron el crecimiento micelial del hongo en
comparacion con el testigo absoluto, y en el caso de Tebuconazole éste inhibio el desarrollo
del hongo a partir de la concentracion de 10 ppm de ingrediente activo.

Las dosis de Tebuconazole evaluadas en el presente estudio, las cuales inhibieron el
crecimiento del hongo, fueron mas bajas que las evaluadas por Mueller et al., (2002). Sin
embargo, en ambos estudios se observo la restriccion del desarrollo de Sclerotinia sp. por

parte de este ingrediente activo.

En contraste con los ingredientes activos lprodione, Procimidona y Tebuconazole, el
principio activo Kresoxim-metil produjo diferentes comportamientos en todos los
aislamientos. En cuanto al desarrollo del hongo, esta molécula permitié el crecimiento en

todas las dosis evaluadas, pero afecté la produccién de esclerocios (Tabla 5) y las
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caracteristicas morfoiégicas de las colonias (Fi:gura 4) en todos los aislamientos, efecto que
se acentué al incrementar la concentracion del ingrediente activo.

Tabla 5. Efecto del ingrediente activo Kresoxim-metil sobre la produccion de
esclerocios (x la desviacién estandar n=3) de los 6 aislamientos de Sclerotinia sp. en

medio de cultivo
Esclerocios producidos {No.)
. Con fungicida a una
Atslamiento Sin fungicida concentracion de
| 0,125 ppm
Sc001 1701486 532£247
Sc002 27+99 18+0,6
$c005 167 £ 21,0 253+9,0
Sc006 24+65 23+7.1
$c007 38140 10£21
Sc008 0 62+93

Los aislamientos Sc001 y Sc005 cormrespondientes a la especie S. minor, crecidos en
presencia del ingrediente activo Kresoxim-me;til presentaron caracteristicas de la colonia
similares a las del testigo sin fungicida (Figura 4A, C). Sin embargo, el nimero de
esclerocios obtenido en el medio con la dosis recomendada del fungicida, fue mayor al
observado en el testigo. Este comportamiento podria estar relacionado con la produccion de
estas esfructuras de resistencia del hongo como respuesta a las condiciones ambientales
desfavorables para el microorganismo. Algunos autores afirman que los esclerocios son
cuerpos latentes que mantienen inactivo el hongo por extensos periodos de tiempo en €l
suelo, cuando las condiciones del ambiente son adversas para el desarrollo de las
estructuras vegetativas del hongo (Chet y Henis, 1975; Adams y Ayers, 1979). Ademas, dos
de los aislamientos de la especie S. sclemtioé;m {Sc002 y Sc008) tuvieron cambios en la
textura, el tamafio, y el color de la colonia del hongo (Figura 48, D).

En relacion con la formacién de esclerocios, se observo que estos dos Ultimos aislamientos
produjeron menor cantidad en comparacion con el testigo, posiblemente debido a que el
micelio de estos dos hongos se produjo de una manera mas lenta con respecto a los otros
tratamientos.

Los aistamientos Sc007 (S. sclerotiorum) y $c008 (S. minor) se afectaron drasticamente con
el incremento de la concentracién de Kresoxim-metil en el medio de cultivo (Figura 4E, F).
Los cambios morfoldgicos fueron mas evidentes que los observados en los aislamientos
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Sc002 y Sc006, pues no solamente se altero la textura, el tamafio, y el color, sino también la
forma de la colonia, la cual cambié de circular a irregular. De la misma forma, los
aislamientos presentaron variabilidad en el nﬂméro de esclerocios producidos. Mientras que
el aislamiento Sc007 presenté menor numero de esclerocios en comparacion con el testigo,
el aislamiento Sc008 produjo esclerocios en presencia del fungicida en un tiempo menor al
requerido por el testigo.

En general, la molécula de Kresoxim-metil, no inhibié el crecimiento de la mayoria de los
aislamientos en las dosis evaluadas, unicamente restringid el desarrollo del aislamiento
Sc007 a partir de la dosis recomendada (Figura 4E).

Dentro de las Estrobilurinas existe un derivado denominado methoxymino-a-(o-toliloxi)-o-
" toliacetato de metilo, molécula correspondiente al Kresoxim-metil (De Lifian, 1997). Este
compuesto es un metabolito secundario segregado de forma natural por el hongo
Basidiomiceto Strobilurus tenacellus (Internatioﬁal Programme on Chemical Safety, 2009).
Kresoxim-meti! interfiere en la sintesis de Adenosin trifosfato (ATP), la principal fuente de
energia de la célula, ocasionando la alteracibn de una gran cantidad de procesos
bioquimicos vitales y en consecuencia afectando severamente el crecimiento y el desarrollo
del hongo (Pesticide Safety Directorate, 1997; Carmona, 2006).

E! mecanismo de accion de este principio activo consiste especificamente en bloquear el
flujo de electrones en la cadena respiratoria de la mitocondria de los hongos (Pesticide
Safety Directorate, 1997). Esto puede deberse a la unién del Kresoxim-metil a una de las
proteinas oxido-reductasas de la cadena transportadora de electrones, impidiendo el flujo de
electrones hasta el aceptor final que es el oxigeno molecular, de tal forma que se inhibe la
fosforilacion del Adenosin Difosfato (ADP) en la jmitocondria y la consecuente reduccion del
nivel de Adenosin Trifosfato (ATP) (Pesticide Safety Directorate, 1997). Esta proteina es el
complejo 1l de la mitocondria, la cual normalmente acepta electrones de la proteina
ubiquinona reducida y a su vez ésta los utiliza para reducir el citocromo ¢ y continuar con el
flujo de electrones a través de la cadena. Sin embargo, cuando el Kresoxim-metil se une al
sitio Qo del citocromo bc1 del complejo Iil, donde se encuentra la ubiquinona, se inhiben las
reacciones de oxidacidn-reduccion y por consiguiente la sintesis de ATP (De Lifian, 1997,
Sauter et al., 1999 citado por Rusell, 2004; Lyr, 1995 citado por Rusell, 2004; Yamaguchi,
2005; Beltran, 2006).

61



Figura 4. Efecto del ingrediente activo Kresoxim-metil en la morfologia de las colonias de los 6 aislamientos de
Sclerofinia sp. de la Sabana de Bogota. (T = Testigo absoluto, 1 = 0,063 ppm, 2= 0,083 ppm, 3 = 0,125 ppm, 4=
0,188 ppm, 5 = 0,25 ppm). A. Aislamiento Sc001 (S. minar). B. Sc002 (S. sclerotiorum). C. Sc005 (S. minor). D.
Sc006 (S. scleratiorum). E. Sc007 (S. sclerotiorum). F. Sc008 (S. minon).
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En este estudio Kresoxim-metil permitié el crecimiento de los aislamientos de Sclerotinia sp.,
pero produjo cambios morfolégicos, lo que sugiere que este compuesto no tuvo un efecto
fungicida a las dosis evaluadas. Es posible que los aislamientos de Sclerotinia sp. evaluados
tengan algun nivel de tolerancia a este compuesto ya que los fungicidas Qol (inhibidores de
la enzima respiratoria ubiquincna reductasa) son mas propensos a generar este problema,

debido a que esta molécula posee un Unico sitio de accion (Maché, 2005).

Di Rago et al. (1989) citado por Rusell, 2004, identific6 molecularmente once posibles
mutaciones puntuales para este mecanismo de accion, que pueden generar tolerancia.
Probablemente, la disminuciéon en la sensibilidad del fitopatdgeno puede deberse a una
modificacidén en el gen que codifica para el Citocromo b, en concreto una mutacion en la
posicion 143, en la cual se sustituye el aminoéacido Glicina por Alanina (G143A) confiriendo
tolerancia al hongo (Gisi ef al.,, 2000 citado por Rusell, 2004; Heaney et al., 2000 citado por
Rusell, 2004; Sierotzki et al., 20003, b citado por Rusell, 2004).

Aungue en Colombia se encuentra registrado este producto fungicida desde el afio 1999
(ICA, 2009), no se posee informacion con respecto al control de Sclerotinia sp. en lechuga.
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon — FAO -
el ingrediente activo de este fungicida es utilizado para prevenir las enfermedades
ocasionadas por Sclerotinia spp. y Botrytis spp. en cultivos de tomate, pero no para lechuga
(FAO, 2009). De la misma manera, la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos indica que esta molécula no esta registrada para el control de Sclerotinia spp. en

lechuga, sino para el manejo de mildeo polvoso en flores (EPA US, 2009).

En la evaluacion con Benomil, se observé una inhibicién total y una restriccion notable en el
crecimiento de los aislamientos, asi como también la inhibicion en la produccién de
esclerocios. Con relacion a las caracteristicas del hongo, los aislamientos unicamente
presentaron un cambio en la textura del micelio, pues en condiciones normales de
crecimiento los aislamientos se caracterizaron por tener un micelio algodonoso, mientras que

al adicionar el ingrediente activo la textura fue rugosa.

E! aislamiento Sc007 fue completamente inhibido con todas las concentraciones de Benomil
evaluadas, mientras que los aislamientos Sc002 y Sc008 fueron inhibidos desde las
concentraciones de 250 ppm (dosis recomendada) y 166.66 ppm, respectivamente. Por otra
parte, los aislamientos Sc001, Sc005 y Sc006 presentaron restriccion en el desarrollo de la

colonia durante la evaluacién.
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La molécula 1-(butilcarbamoilo) bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo denominada Benomil
(De Lidan, 1997), es un ingrediente activo perteneciente al grupo quimico de los
Benzimidazoles el cual, inhibe la elongacién del tubo germinativo y el crecimiento del micelio
a bajas concentraciones (Leroux et al., 2002; citado por Pérez, 2004), ya que blogquea el
proceso de division celular de los hongos por medio de su transformacién dentro de la célula
en la molécula de metilbenzimidazol-2-il carbamato (Carbendazim o MBC) y posteriormente

en un mononucleétido activo (De Lifan, 1997, Terralia, 2009).

La division celular es un proceso que depende del funcionamiento correcto de los filamentos
del citoesqueleto. Este organelo esta constituido por los microtubulos, estructuras cilindricas
largas y huecas conformadas por dimeros repetidos de o y B-tubulina (Fungicide Resistance
Commitee, 2009) cuya funcion principal es la formacion del huso cromatico fundamental en

la mitosis celular (Pérez, 2004).

El Carbendazim, producto de la conversion del Benomil dentro de la célula, es la molecula
que interfiere en la organizaciéon de los microtubulos inhibiendo la polimerizacion de la
tubulina, la formacion del huso cromatico y la segregacién de los cromosomas durante la
mitosis celular (Pesticide Safety Directorate, 1992; De Lifian, 1997; Pérez, 2004; Carmona,
2006). En consecuencia, induce la desorganizacion de las finas estructuras de las hifas del
hongo, especificamente en los corpusculos de Spitzenkdrper, encargados de la elongacion
de estas (Pesticide Safety Directorate, 1992).

Ferreira y Boyle (1992) determinaron que el Benomil controlo satisfactoriamente las
enfermedades causadas por Sclerotinia sp. en frijol, girasol y repollo, ademés de infecciones
aéreas y basales en tomate, pero no se obtuvo ningun control en coliflor. De igual manera,
De Lifan (1997) sugiere que esta molécula ofrece prevencion y cura las enfermedades
causadas por Sclerotinia spp. en diversas clases de hortalizas.

En Colombia se encuentran registrados varios productos a base de este ingrediente activo
para ser utilizados en arroz, fresa, frijol y clavel, pero no se recomiendan para el manejo de

la enfermedad moho blanco de la lechuga (ICA, 2008).
Con el fungicida Boscalid (Cantus®) se observé una reduccion parcial del crecimiento de los

aislamientos Sc001, Sc002, Sc005, Sc007 y Sc008, mientras que el aislamiento Sc006 no

evidencié un efecto en el desarrollo después de 8 dias de incubacion.
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Con relacion a la morfologia de los hongos crecidos en presencia de Boscalid, estos
conservaron las caracteristicas observadas en los aislamientos crecidos en el medio sin
adicion de fungicida (testigo). Tanto la textura como el color del micelio se mantuvieron
similares a las del testigo sin embargo, con respecto a la produccién de esclerocios estos no
se formaron en ninguno de los aislamientos. Se observé que un incremento en la dosis de
Boscalid causd mayor restriccidén del crecimiento de todos los aislamientos de Sclerotinia.

Boscalid (2-cloro-N-(4-clorobifenil-2-il) nicotinamida) es una molécula que pertenece al
grupo quimico de las carboximidas, el cual inhibe la esporulacion, la germinacion y el
crecimiento del tubo germinativo de las esporas e impide el crecimiento del micelio del hongo
(BASF, 2006). Este ingrediente activo también interfiere la respiracién de la mitocondria

debido a la inhibicion de la enzima succinato deshidrogenasa (Stammler y Speakman, 2006).

La enzima Succinato reductasa (Succinato ubiquinona reductasa) también conocida como
complejo Il de la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial, es el sitio de accién
donde la molécula Boscalid ejerce su actividad (Keon et al., 1991 citado por Stammler et al.,
2007; Matsson y Hederstedt, 2001 citado por Stammler et al., 2007).

Este complejo enzimatico, compuesto por cuatro subunidades (desde la A a la D), forma
parte fundamental del Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos y en la cadena transportadora de
electrones, pues cataliza las reacciones de oxidacidon del Succinato a Fumarato y de
reduccion de la Quinona (FRAC, 2007 citado por Zhang et al, 2009). La accion de la
molécula fungicida consiste en inhibir el complejo enzimatico de la cadena respiratoria, con
el fin de interferir en el transporte de electrones para la formacion de ATP y la formacion de
los componentes de lipidos y aminoacidos del hongo (Anénimo, 2002 citado por Avenot et
al., 2008; Bartlett et al., 2002 citado por Avenot ef al., 2008; BASF, 2006)

Varios autores han reportado algunos casos de resistencia por parte de varios fitopatdgenos
(Bochow et al., 1971 citado por Stammler et al., 2007; Ben-Yephet et al., 1975 citado por
Stammler et al., 2007; Gunatilleke et al., 1976 citado por Stammiler et al., 2007; Keon et al.,
1991 citado por Stammler et al., 2007; Skinner et al., 1998 citado por Stammler et al., 2007),
quienes encontraron algunas mutaciones que consisten en la sustitucién de algunos
aminoacidos en las regiones conservadas de las subunidades de la enzima Succinato
deshidrogenasa. Sin embargo, Stammler et al., 2007 expresaron que hasta ese momento no

se habia reportado ningun caso de resistencia por parte de S. sclerotiorum.
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En Europa, el Boscalid ha sido empleado como una herramienta eficiente para el control de
S. sclerotiorum (Stammler et al., 2007). En Estados Unidos ha demostrado alta eficacia en el
manejo de enfermedades en canola y frijol ocasionadas por S. sclerotiorum como la
pudricion del tallo y el moho blanco respectivamente (Matheron y Porchas, 2004; Bradley et
al., 2006).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, Boscalid esta
recomendado para el control de enfermedades en cultivos de hortalizas y frutas en general,
inclusive de la lechuga (EPA US, 2009). Aunque en Colombia, los productos Cantus y
Cumora se encuentran registrados desde el afio 1998, estos unicamente estan
recomendados para enfermedades en rosa y banano respectivamente y no para el control de
Sclerotinia spp. en lechuga (ICA, 2008).

6.2.1. Efecto de los fungicidas sobre la velocidad de crecimiento de Sclerotinia sp.

Con los datos de crecimiento diametral se estimd la velocidad de crecimiento de los
aislamientos de Sclerotinia obtenidos en la Sabana de Bogotd, al cultivarlos en medio PDA

en presencia y ausencia de los fungicidas.

Para determinar la velocidad media del crecimiento de los aislamientos en las cinco
concentraciones de los seis ingredientes activos evaluados, Unicamente se tuvieron en
cuenta los valores de crecimiento diametral registrados desde el dia cero hasta el dia cuatro
de incubacion, tiempo durante el cual la mayoria de los aislamientos se encontraban en la
fase exponencial del crecimiento, después de dicho tiempo, la mayoria de los aislamientos
mantuvieron estable el diametro de la colonia debido a que éstas alcanzaron el diametro

total de la caja de Petri.

El diametro promedio de la colonia medido en las tres repeticiones de los tratamientos
Kresoxim-metil, Boscalid y Benomil en los diferentes tiempos de evaluacion, fueron
sometidos a un analisis de regresidon lineal y se aceptaron aquellos tratamientos que
presentaron un R? > 0,75. Posteriormente, se calcularon las pendientes de cada recta,
correspondientes a la velocidad de crecimiento de cada hongo, valores que fueron
sometidos a un analisis de varianza y una prueba de comparacién de medias de Tukey
(95%).
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El aislamiento Sc001 presentd una velocidad de crecimiento de 20,72 mm/dia cuando el
hongo no se expuso a ningun fungicida (testigo), valor que fue estadisticamente superior (P
< 0,05) a las velocidades obtenidas cuando el medio de cultivo se suplementé con los
fungicidas, las cuales fueron de 18,82, 9,21 y 0,27 mm/dia para Kresoxim-metil, Boscalid y
Benomil respectivamente (Tabla 6).

£} aislamiento Sc001 presentdé una mayor velocidad de crecimiento cuando no estuvo en
contacto con ningun fungicida, debido a que en este medio de cultivo se proporcionaron
todas las condiciones nutricionales requeridas para la sintesis de sus constituyentes
celulares y no se limitd el crecimiento con sustancias inhibitorias. Por el contrario, al
adicionar ias diferentes sustancias toxicas al medio, la velocidad de crecimiento obtenida
para el aislamiento fue significativamente menor, lo que podria indicar que el
microorganismo requiri® una fase de adaptacion frente a las nuevas condiciones
desfavorables del ambiente (Madigan et al., 2004).

Tabla 6. Velocidad media de crecimiento del aislamiento Sc001 expuesto a los

diferentes fungicidas.
. Velocidad media oo Grupos

Tratamiento ;:fg::gr (;2) de crecimiento D::;:::_n homogéneos

‘ ‘ {mm/dia) {Tukey 95%)
Testigo 0,97 20,72 0,85 a
Kresoxim-metil 0,96 18,82 0,30 b
Boscalid 0,88 9,21 0,58 c
Benomil 0,84 0,27 0,40 d
tprodione - 0,00 0,00 e
Procimidona - 0,00 0,00 e
Tebuconazole - 0,00 0,00 e

Aunque el Benomil ha sido aplicado desde hace varios afios en los cultivos de lechuga de la
Sabana de Bogota, probablemente los esquemas de aplicacion implementados por los
agricultores en el mantenimiento de sus cultivos hayan sido bien empleados, ya que el
aislamiento Sc001 mostrd sensibilidad a ésta molécula, la cual redujo significativamente su
velocidad de crecimiento, lo que sugiere que el fenémeno de tolerancia no se ha presentado.
Sin embargo, este aislamiento fue menos sensible a los productos Kresoxim-metil y
Boscalid, los cuales tienen un sitio de accion especifico, que hace posible que los
microorganismos desarrolien mutaciones puntuales, que a su vez puede generar un hongo
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tolerancia a dichas moléculas (Rivera, 1999). Sin embargo, teniendo en cuenta que estos
ingredientes activos no han sido utilizados por los agricultores de lechuga en la Sabana de
Bogotd, es posible suponer que se necesita una dosis mayor a la evaluada en el presente
estudio para reducir mas eficientemente el crecimiento de los aislamientos de Sclerotinia
utilizados.

El aislamiento Sc002 en ausencia de fungicidas también presentd la mayor velocidad media
de crecimiento (24,02 mm/dia) en comparacién con los otros tratamientos evaluados. Sin
embargo, no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05) entre el testigo y el
tratamiento donde se utilizd el ingrediente activo Kresoxim-metil, en el cual el hongo crecio a
razon de 20,13 mm/dia. Esto sugiere que dicha molécula no afectd el crecimiento diametral
de la colonia, posiblemente debido a que este hongo desarrollé algun tipo de tolerancia al
fungicida, que pertenece a los clasificados como Qol, los cuales tienen mayor predisposicion

a generar mutaciones al poseer un unico sitio de accién (Maché, 2005).

Con los fungicidas Boscalid y Benomil, se obtuvieron velocidades significativamente
menores (P < 0,05) con respecto a las obtenidas con el hongo sin fungicida, lo que sugiere
que estos principios activos afectaron el crecimiento micelial, posiblemente debido a que
interfieren procesos bioquimicos celulares como la respiracién de la mitocondria y la division
celular, los cuales son vitales en el desarrollo del microorganismo (De Lifian, 1997; Leroux et
al., 2002 citado por Pérez, 2004; BASF, 2006; Stammler y Speakman, 2006; Terralia, 2009)

Ademas, la velocidad de crecimiento del hongo en presencia de Benomil fue
significativamente menor (P < 0,05) que la obtenida con los ingredientes Kresoxim-metil y
Boscalid, lo que indica que el aislamiento Sc002 fue mas sensible a dicha molécula. Este
fungicida inhibe la mitosis celular e induce la desorganizacion de los corpusculos de
Spitzenkorper, lo que posiblemente inhibié la elongacion de las hifas del hongo y por
consiguiente el crecimiento de la colonia (Pesticide Safety Directorate, 1992; De Lifian, 1997,
Carmona, 2006) (Tabla 7).
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Tabla 7. Velocidad media de crecimiento detl aistamiento Sc002 expuesto a los

diferentes fungicidas.
Coefici Velocidad media o Grupos

Tratamiento coue:::;g;e (dRE) de crecimiento D::;;':::" homoygéneos

{mmidia) {Tukey 95%)
Testigo 0,93 24,02 0,39 a
Kresoxim-metil 0,95 20,13 3,68 a
Boscalid 0,96 6,07 0,52 b
Benomil 0,77 0,19 0,05 c
Iprodione - 0,00 0,00 d
Procimidona - 0,00 0,00 d
Tebuconazole - 0,00 0,00 d

Con el aistamiento Sc005, se registraron velocidades de crecimiento superiores a 0 mm/dia

para los tratamientos con Kresoxim-metil, Boscalid, Benomil y el hongo sin fungicida (Tabla
8) las cuales fueron estadisticamente diferentes entre si (P < 0,05).

Nuevamente, la velocidad del crecimiento del hongo en ausencia de fungicida fue

significativamente mayor (P < 0,05) que 1a velocidad obtenida en presencia de los productos

quimicos, lo que indica que el crecimiento de este aislamiento fue afectado por todas las

moléculas evaluadas. Sin embargo, este aislamiento fue mas sensible al producto Benomil,

moderadamente sensible a Boscalid y menos sensible a Kresoxim-metil. Este resultado

sugiere que dicho aislamiento presenta diferente nivel de sensibilidad a estos productos, lo

que podria estar relacionado con los diferentes mecanismos de accién de cada producto.

Tabla 8. Velocidad media de crecimiento del aistamiento Sc005 expuesto a los

diferentes fungicidas.
. Velocidad media c g Grupos

Tratamiento ;o:::::z:‘e ((:;) de crecimiento D::;:::“ homogéneos

{(mm/dia) {Tukey 95%)
Testigo 0,96 19,75 1,73 a
Kresoxim-metil 0,92 15,85 1,48 b
Boscalid 0,94 4,19 1,31 c
Benomil 0,92 0,28 0,12 d
iprodione - 0,00 0,00 e
Procimidona - 0,00 0,00 e
Tebuconazole - 0,00 0,00 e
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La velocidad de crecimiento del aistamiento Sc006 en ausencia de fungicidas (24,86 mm/dia)
fue significativamente mayor a la detectada en los tratamientos con Kresoxim-metil, Boscalid
y Benomil. Sin embargo, la velocidad de crecimiento obtenida con Kresoxim-metil fue
significativamente mayor que la obtenida con Boscalid y a su vez, ésta fue significativamente
mayor que la obtenida con Benomil (Tabla 9). Posiblemente, la respuesta del hongo se deba
a un efecto fungistatico de los ingredientes activos Boscalid y Benomil, ya que estos
permitieron el crecimiento del microorganismo pero a una menor velocidad en comparacién
con el testigo (Achicanoy, 1981 citado por Affonso y Sandoval, 2008). Por el contrario, en
presencia de Iprodione, Procimidona y Tebuconazole se produjo un efecto fungicida.

Tabla 9. Velocidad media de crecimiento del aislamiento Sc008 expuesto a los

diferentes fungicidas.
. Velocidad media o Grupos

Tratamiento ;::eﬁl:::eig? (;3) de crecimiento D:::::::" homogéneos

{mmidia) (Tukey 95%)
Testigo 0,91 24,86 0,09 a
Kresoxim-metil 0,89 20,22 1,27 b
Boscalid 0,94 11,85 0,14 c
Benomil 0,82 0,31 0,11 d
Iprodione - 0,00 0,00 e
Procimidona - 0,00 0,00 e
Tebuconazole - 0,00 0,00 e

El crecimiento de los aislamientos Sc007 y Sc008 en presencia de la molécula Benomil, fue
totalmente inhibido en todas las concentraciones evaluadas para este ingrediente activo.

Con el aislamiento Sc007 se presentd la mayor velocidad de crecimiento cuando no se
expuso a ningun fungicida (23,66 mm/dia). Sin embargo, no se presentaron diferencias
estadisticas entre esta velocidad y la del tratamiento con el fungicida Kresoxim-metil, ia cual
a su vez no presentd diferencias significativas con respecto a la obtenida con Boscalid
{Tabla 10).
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Tabla 10. Velocidad media de crecimiento del aislamiento Sc007 expuesto a los

diferentes fungicidas.
. Velocidad media e s Grupos
Tratamiento ci:::::::g? (;3) de crecimiento D::;:::n homogéneos
{(mmidia) (Tukey 95%)
Testigo 0,92 23,66 0,39 a
Kresoxim-metil 0,93 16,30 7,58 ab
Boscalid 0,92 11,07 0,90 b
Benomil - 0,00 0,00 c
iprodione - 0,00 0.00 c
Procimidona - 0,00 0,00 c
Tebuconazole - 0,00 0,00 ¢

Para el aislamiento Sc008, no se detectaron diferencias estadisticas (P > 0,05) entre la
velocidad de crecimiento del hongo cuftivado sin fungicida y en presencia de Kresoxim-metil
{Tabla 11), lo que sugiere que este microorganismo tuvo la capacidad de sobrevivir a la
exposicion a dicho compuesto toxico en la concentracién gue normaimente seria letal para
éste (Montesinos, 2005; Bermejo et al., 2000).

Tabla 11. Velocidad media de crecimiento del aislamiento Sc008 expuesto a los

diferentes fungicidas.
. Coeficiente de Veiocnda.d r.nedla Desviacion Grupos
Tratamiento correlacion (R?) de crecimiento estandar homogéneos
(mmidia) {Tukey 95%)
Testigo 0,97 10,61 1,45 a
Kresoxim-metil 0,93 11,95 0,86 a
Boscalid 0,86 2,78 0,74 b
Benomil - 0,00 0,00 c
iprodione - 0,00 0,00 c
Procimidona - 0,00 0,00 c
Tebuconazole - 0,00 0,00 c

En general los aislamientos de Sclerotinia sp. obtenidos de cuitivos de lechuga de a Sabana
de Bogota presentaron sensibilidad a las moléculas fungicidas Iprodione, Procimidona y
Tebuconazole los cuales, por medio de sus mecanismos de accitn inhibieron el crecimiento
micelial de todos los hongos evaluados (Tabta 12).
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Por otra parte se observé que unicamente tres de los aislamientos de Sclerotinia sp.
evaluados (Sc002, Sc007 y Sc008) no presentaron sensibilidad al Kresoxim-metil, ya que no
se detectaron diferencias significativas (P > 0,05) entre las velocidades de crecimiento de
estos hongos en presencia del fungicida y en ausencia del mismo. Los aislamientos ScG01,
$¢005 y Sc006 fueron moderadamente sensibles al Kresoxim-metil, pues sus velocidades de
crecimiento fueron significativamente menores a las obtenidas en el desarroflo de los
microorganismos sin fungicida. De igual manera, con el Boscalid se obtuvo una sensibilidad
moderada por parte de todos los aislamientos a esta molécula, debido a que el desarrollo de
la colonia de los hongos se limité6 notablemente en presencia del ingrediente activo (Tabla
12).

Finalmente, Benomil produjo un efecto altamente nocivo en cuatro de los aislamientos de
Sclerotinia sp. (Sc001, Sc002, SCO05 y Sc006), sugiriendo que este ingrediente activo tuvo
un efecto fungistatico en estos hongos. Sin embargo, los aisiamientos Sc007 y Sc008 fueron
sensibles a dicho moiécula, lo que podria estar relacionado con un efecto fungicida para los
microorganismos (Tabla 12).

Tabla 12. Sensibilidad in vitro de los aislamientos de Scierotinia sp. a la dosis

recomendada de fungicidas.

Tratamiento Sc001 S$c002 Sc005 Sc006 Sc007 Sc008
Kresoxim-metil 2 1 2 2 1 1
Boscalid 2 2 2 2 2 2
Benomil 3 3 3 3 4 4
iprodione 4 4 4 4 4 4
Procimidona 4 4 4 4 4 4
Tebuconazole 4 4 4 4 4 4

1 = No sensible. 2 = Moderadamente sensible. 3 = Altamente sensible. 4 = Sensible
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6.2.2. Inhibicion del crecimiento micelial de Sclerotinia sp. por los ingredientes
activos

Para los aislamientos Sc001, Sc002 y Sc005 expuestos a los productos Benomil, Iprodione,
Procimidona y Tebuconazole los porcentajes de inhibicion obtenidos no fueron
significativamente diferentes entre si, valores que en todos los casos fueron superiores al
96,40% para todas las concentraciones de dichos tratamientos (Figura 5). Este resultado
indica que dichos aislamientos fueron muy sensibles a estos principios activos, los cuales
ejercieron eficientemente su modo de accién inhibiendo el crecimiento, posiblemente
mediante la intervencién de procesos metabdélicos importantes para el desarrollo del hongo,
como el bloqueo de la division celular, la peroxidacion de los lipidos de membrana y la
inhibicion de la sintesis de ergosterol en la célula (Choi et al., 1996 citado por Beltran et al.,
2006; De Lifian, 1997; Lee et al., 1998 citado por Beltran ef al., 2006; Terralia, 2009).

Los porcentajes de inhibicion micelial obtenidos con Boscalid para los aislamientos Sc001,
Sc002 y Sc005, fueron significativamente menores (P < 0,05) que los obtenidos con los
fungicidas Benomil, Iprodione, Procimidona y Tebuconazole, indicando una menor
sensibilidad de los aislamientos a estas moléculas (Figura 5). Ademas, se observd que al
incrementar la dosis de este ingrediente activo, la inhibicion del crecimiento fue mayor,
sugiriendo una relacién directa entre la dosis y la inhibicién del crecimiento de los
aislamientos Sc001 y Sc002. Aunque al incrementar las dosis de Boscalid el crecimiento de
los microorganismos se inhibi® notablemente, todas las concentraciones evaluadas
permitieron el desarrollo de los hongos, lo que sugiere que estos aislamientos presentaron
una sensibilidad moderada a este ingrediente activo, lo que podria estar relacionado con el
posible desarrollo de tolerancia (Muifio et al., 2002). Por el contrario con el aislamiento
Sc005, no se observd una relacién entre la dosis y la respuesta, ya que no se detectaron
diferencias significativas entre los porcentajes de inhibicion obtenidos para todas las

concentraciones de Boscalid.

Por otra parte, el ingrediente Kresoxim-metil no inhibi¢ el crecimiento de los aislamientos
Sc001, Sc002 y Sc005 en ninguna de las concentraciones evaluadas, los cuales presentaron
los menores porcentajes de inhibicion del crecimiento (0%), valores que fueron
estadisticamente inferiores con respecto a los obtenidos con los otros fungicidas evaluados
(Figura 5). Este resultado sugiere que dichos aislamientos no fueron sensibles a ninguna de
las dosis evaluadas de esta molécula, lo que podria estar relacionado con la aparicion de

mecanismos de resistencia como la disminucion de la permeabilidad de la membrana celular
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a la molécula inhibitoria, a la modificacion quimica del producto o al desarrollo de mutaciones
(Montesinos, 2005; Brent y Hollomon, 2007).

Las moléculas Iprodione, Procimidona y Tebuconazole inhibieron totalmente el crecimiento
de los aislamientos Sc006 y Sc008 en todas las concentraciones y los porcentajes de
inhibicién micelial de estos tratamientos no fueron diferentes significativamente entre si
(Figura 6). Nuevamente, estas moléculas inhibieron en su totalidad el crecimiento del hongo,
lo que sugiere que las dosis evaluadas fueron altamente toxicas para los aislamientos, al
actuar especificamente sobre algunos de los sitios blanco mas importantes para inhibir el
crecimiento de un hongo, como la divisién celular y la estructuracién de la membrana
citoplasmatica (Choi et al., 1996 citado por Beltran et al., 2006, De Lifian, 1997; Lee et al,
1998 citado por Beltran et al., 2006; Madigan et al., 2004; Terralia, 2009).

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento con el fungicida Benomil fueron
significativamente menores que los obtenidos con Iprodione, Procimidona y Tebuconazole, y
mayores que los presentados con Boscalid y Kresoxim-metil (Figura 6). Ademas los
porcentajes de inhibicion obtenidos con las tres dosis mas altas (para el aislamiento Sc006)
y con las cuatro dosis mas altas (para el aislamiento Sc008) fueron significativamente
mayores que las obtenidas con las dosis mas bajas de Benomil, lo que sugiere que hay una

relacién entre la dosis y la respuesta.

Por otro lado los fungicidas Boscalid y Kresoxim-metil no inhibieron el crecimiento de los
microorganismos (inhibicion del crecimiento 0%) (Figura 6). Este comportamiento indica que
los aislamientos Sc006 y Sc008 no presentaron sensibilidad a estos dos ingredientes activos
a las dosis evaluadas. La baja sensibilidad podria sugerir el desarrollo de tolerancia que ha
sido descrita para hongos con alta variabilidad genética, los cuales son capaces de alterar el
sitio de accion, evitando la interaccion de éste con la molécula fungicida (Bermejo et al,
2000; Brent y Hollomon, 2007). Dichas alteraciones podrian estar relacionadas con la
sustitucion de algunos aminoacidos en las regiones conservadas de la enzima Succinato
ubiquinona deshidrogenasa, en el caso del Boscalid (Bochow et al., 1971 citado por
Stammier et al., 2007; Ben-Yephet et al., 1975 citado por Stammler et al., 2007; Gunatilleke
et al., 1976 citado por Stammler et al., 2007; Keon et al., 1991 citado por Stammler et al.,
2007; Skinner et al., 1998 citado por Stammler et al, 2007) y de la sustitucion de un
aminoacido en el gen que codifica para la proteina Citocromo b, en el caso de Kresoxim-
metil (Di Rago et al., 1989 citado por Rusell, 2004; Sierotzki et al., 20003, b citado por Rusell,
2004; Heaney et al., 2000 citado por Rusell, 2004; Gisi et al., 2000 citado por Rusell, 2004).
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Figura 5. Inhibicién del crecimiento micelial de los aislamientos Sc001, Sc002 y Sc005 expuestos a diferentes dosis
fungicidas. Ben (Benomil). Bos (Boscalid).. Km (Kresoxim-metil). Ipr (Iprodione). Pro (Procimidona). Teb
(Tebuconazole). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey
(95%).
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Figura 6. Inhibicion del crecimiento micelial de los aislamientos Sc006 y Sc008 expuestos a diferentes dosis
fungicidas. Ben (Benomil). Bos (Boscalid). Km (Kresoxim-metil). Ipr (lprodione). Pro (Procimidona). Teb
{Tebuconazole). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segin Prueba de Tukey
{85%).

Los fungicidas Benomil, Iprodione, Procimidona y Tebuconazole presentaron los mayores
porcentajes de inhibicién del crecimiento (100%) del aislamiento Sc007 los cuales, no
presentaron diferencias significativas entre si (Figura 7). Para este aislamiento, todas las
concentraciones evaluadas de estos ingredientes activos fueron altamente toxicas, lo que
significa que el microorganismo es muy sensible a estos fungicidas y posiblemente no ha
desarrollado mecanismos para superar su acién, como la degradacion metabdiica de las
moléculas, su eliminacion o la alteracion del sitio bioquimico de accion (Brent y Hollomon,
2007).
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Con las dos concentraciones mas bajas del fungicida Kresoxim-metil no se observé
inhibicién del crecimiento del aislamiento Sc007, pero al aumentar la concentracion del
principio activo, el microorganismo presenté porcentajes de inhibicién significativamente
mayores que los obtenidos con las concentraciones bajas, evidenciando una relacién directa
entre la dosis y la inhibicién. Los porcentajes de inhibicién obtenidos con todas las
concentraciones de Boscalid no fueron estadisticamente diferentes de los obtenidos con las
dosis mas altas del Kresoxim-metil (Figura 7). Para Boscalid, no se detectaron diferencias
estadisticas (P > 0,05) entre los porcentajes de inhibicion con las diferentes dosis evaluadas,
es decir que se obtuvo la misma inhibicién al incrementar la dosis. Este aislamiento (Sc007)
mostré una moderada sensibilidad a los ingredientes activos Boscalid y Kresoxim-metil, con
porcentajes de inhibicién que oscilaron entre 15,39% y 24,40% para Boscalid y entre 14,71%
y 18,06% para las dosis mas altas de Kresoxim-metil.
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Figura 7. Inhibicién del crecimiento micelial de los aislamientos Sc007 expuestos a diferentes dosis fungicidas. Ben
(Benomil). Bos (Boscalid). Km (Kresoxim-metil). Ipr (lprodione). Pro (Procimidona). Teb (Tebuconazole).
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segan Prueba de Tukey (95%).

6.2.3. Concentracion efectiva media (CEs) de los fungicidas sobre Sclerotinia sp.

Con el fin de determinar la concentracién de los fungicidas necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento del micelio, de los aislamientos de Sclerofinia que mostraron tolerancia al efecto
de los fungicidas bajo condiciones in vitro, se realizé un andlisis Probit con el programa
Biostat 2007°.
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El programa estadistico no determind una correlacion lineal entre ia dosis y la respuesta para
todos los aislamientos con los fungicidas Benomil, Kresoxim-metil, iprodione, Procimidona y
Tebuconazole, ademas de los aislamientos SC006 y Sc008 con el fungicida Boscalid, lo cual
puede deberse a que no hubo una relacidn entre las dosis evaluadas y la inhibicion del
crecimiento micelial.

Por el contrario, con los aislamientos restantes, Sc001, Sc002, Sc005 y Sc007, en presencia
del fungicida Boscalid, se obtuvieron porcentajes de crecimiento micelial que permitieron
realizar el analisis de regresién lineal y mediante éste se determinaron las CEs, que se
presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Concentracion efectiva 50 (CEs;) del fungicida Boscalid sobre los
aislamientos de Sclerotinia sp.

Aislamiento  CEs, (ppm) P

Sc001 303,25 0,58
Sc002 194,19 0,98
Sc005 21.662.501,82 0,96
Sc007 0,26 066

Los valores de CE;, obtenidos no permitieron determinar un punto de referencia sobre el
nivel de tolerancia de los aislamientos bajo condiciones controladas en laboratorio. Rusell
{2004) describié que para la construccion del perfil de sensibilidad, se requiere evaluar un
nGmero mayor de muestras (aislamientos) de un mismo sitio, que pemmita establecer la
variabilidad entre ellas.
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7. Conclusiones

e Los fungicidas Iprodione y Procimidona, utilizados comunmente por los productores
de lechuga en la Sabana de Occidente y el Tebuconazole que no se ha utilizado en
los cultivos de lechuga, inhibieron el crecimiento in vitro de todos los aislamientos de

S. minory S. sclerotiorum utilizados.

e Aunque el Benomil no inhibi6 totalmente el crecimiento de los aislamientos, estos
presentaron alta sensibilidad a dicho fungicida, utilizado con alta frecuencia en los

cultivos de la Sabana de Occidente.

e Los aislamientos de S. minor y S. sclerotiorum fueron tolerantes a las
concentraciones evaluadas de los fungicidas Kresoxim-metil y Boscalid, poco
utilizados en la produccién de lechuga en los municipios de Funza, Madrid y

Mosquera, Cundinamarca.
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8. Recomendaciones

Evaluar la sensibilidad de los aislamientos de Sclerotinia sp. utilizados en este
trabajo frente a un rango mas amplio de concentraciones de fungicidas para estimar
la CE50.

Hacer seguimiento durante un tiempo prolongado de la tolerancia de aquellos
aislamientos con baja sensibilidad con el fin de determinar si existe resistencia a los

fungicidas.

Establecer un plan de alerta fitosanitaria para determinar el riesgo de desarrollo de

resistencia de los fitopatégenos a los fungicidas.
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10. Anexos

Anexo 1. Dosis recomendada de producto comercial e ingrediente activo

Dosis recomendada

. Ingrediente
Producto comercial Solucién stock
activo
Nombre | Ingrediente
i . Solubilidad mg o mg o
comercial activo Volumen
(A oa) Concentraciéon | ppm % ppm final ppm mL/1000mL | mL/Volumen
ina
Ppm PC final
Benlate Benomil 14285,71 a 50g/100L 500 50 250 40,48 14000 28000 1133,44
Cantus Boscalid 180000 A 1,2kg/1000L | 1200 | 50 600 8 170000 340000 2720
Folicur | Tebuconazole 32A 0,8L/200L 4 25 1 75 30 120 9,00
Rovral Iprodione 13A 0,3L/300L 1 50 0,5 113,2 10 20 2,26
Kresoxim-
Stroby . 2A 0,25mL/L 0,25 50 0,125 149 1,9 3,8 0,57
metil
Sumilex | Procimidona 180000 a 1g/L 1000 | 50 500 7 170000 340000 2380

A= Agua; a= acetona
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Anexo 2. Célculos para preparacion de soluciones stock de fungicida (Benomil, Boscalid y

Tebuconazole) y medios de cultivo

Nombre | Ingrediente . V medio
comercial activo Dosts Vi(mb) | Clippm) | VE(mL) ) Cf (pom) (mL)
1 0 14000 400 0 400
2 3,57 | 14000 400 125 | 396,43
3 4,76 | 14000 400 166,66 | 395,24
Benlate Benomil 4 7,14 14000 400 250 392,86
5 10,71 | 14000 400 375 | 389,29
6 14,29 | 14000 400 500 | 385,71
V stock (mL) | 40,48
1 0 170000 | 400 0 400
2 0,71 | 170000 | 400 300 | 399,29
3 0,94 | 170000 | 400 400 | 399,06
Cantus Boscalid 4 1,41 [ 170000 | 400 600 | 398,59
5 2,12 { 170000 | 400 900 | 397,88
6 2,82 | 170000 | 400 1200 | 397,18
V stock (mL) 8
1 0 30 400 0 400
2 6,67 30 400 0,50 | 393,33
3 8,80 30 400 0,66 | 391,20
Folicur | Tebuconazole 4 13,33 30 400 1 386,67
5 20 30 400 1,50 380
6 26,67 30 400 2 373,33
V stock (mL) 75

Vi= Volumen de solucién stock, Ci= Concentracién de solucion stock, Vi= Volumen final de medio, Cf=

Concentracion final de medio, V stock= Volumen total de solucion stock, V medio= Volumen total de medio
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Anexo 3. Calculos para preparacion de soluciones stock de fungicida (Iprodione, Kresoxim-

metil y Procimidona) y medios de cultivo

Nombre

Ingrediente V medio
comercial activo Dosis Vi(mL) | Ci(ppm) | Vf(mL) | Cf (ppm) (mL)
1 0 10 400 0 400
2 10 10 400 0,25 390
3 13,20 10 400 0,33 | 386,80
Rovral Iprodione 4 20 10 400 0,5 380
5 30 10 400 0,75 370
6 40 10 400 1 360
Vstock (mL) | 113,2
1 0 1,9 400 0 400
2 13,16 1,9 400 0,06 | 386,84
, 3 17,47 1,9 400 0,08 | 382,53
Stroby Kreso%'m' 4 2632 | 19 | 400 | 0,13 | 37368
metl 5 39,47 1,9 400 0,19 | 360,53
6 52,63 1.9 400 0,25 | 347,37
V stock (mL) |~149
1 0 170000 | 400 0 400
2 0,59 |170000| 400 250 | 399,41
3 0,78 |170000| 400 | 333,33 | 399,22
Sumilex Procimidona 4 1,18 | 170000 400 500 398,82
5 1,76 | 170000 400 750 398,24
6 2,35 | 170000 | 400 1000 | 397,65
Vstock (mL) | © 7

Vi= Volumen de solucién stock, Ci= Concentracion de solucién stock, Vf= Volumen final de medio, Cf=

Concentracion final de medio, V stock= Volumen total de solucion stock, V medio= Volumen total de medio
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Anexo 4. Analisis de varianza para el nimero de esclerocios producidos por los aislamientos

de Sclerotinia sp. en ausencia de fungicida

ONE-WAY AOV FOR: SC001 SC002 SC005 SC006 SC007

SOURCE DF SS MS F
BETWEEN 4 65144.0 16286.0 131.76
WITHIN 10 1236.00 123.600

TOTAL 14 66380.0

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ------ ------ ------
EQUAL VARIANCES 6.42 4 0.1696
COCHRAN'S Q 0.7141
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 27.583

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
SC001 170.00 3 4.5826
SC002 26.667 3 9.8658
SC005 156.67 3 21.008
SCoo6 23.667 3 6.5064
SC007 38.000 3 4.0000
TOTAL 83.000 15 11.118
CASES INCLUDED 15 MISSING CASES O

0.0000

5387.47
3.0

100

BISLIBTECA ABRNDFCNARIA

SLOMBIA

[eli el
L=~

P4
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Anexo 5. Analisis de varianza para el numero de esclerocios producidos por los aislamientos
de Sclerotinia sp. en presencia de Kresoxim-metil

ONE-WAY AOV FOR: SC001 SCO002 SC005 SC006 SCO007 SC008

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 5 652610 130522 936.01 0.0000
WITHIN 12 1673.33 139.444

TOTAL 17 654284

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ------ ------ ------

EQUAL VARIANCES 16.83 5 0.0048

COCHRAN'S Q 0.7327

LARGEST VAR / SMALLEST VAR 1839.0

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 43460.9
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

SC001 532.00 3 24.759

SC002 17.667 3 0.5774

SC005 253.33 3 9.0738

SC006 23.333 3 7.0946

SC007 9.6667 3 2.0817

scoo8 62.333 3 9.2916

TOTAL 149.72 18 11.809

CASES INCLUDED 18 MISSING CASES 0
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Anexo 6. Andlisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la

concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc001

ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 802.632 267.544 886.71 0.0000
WITHIN 8 2.41380 0.30173

TOTAL 11 805.046

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ------ =------ ------

EQUAL VARIANCES 3.38 3 0.3373

COCHRAN'S Q 0.6009

LARGEST VAR / SMALLEST VAR 15.354

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 89.0808
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.2767 3 0.2173

BOSCALID 9.2133 3 0.5853

KRESOXIM 18.820 3 0.3032

TESTIGO 20.723 3 0.8516

TOTAL 12.258 12 0.5493

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 7. Comparacion de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas

en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc001

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
TESTIGO 20.723 I
KRESOXIM 18.820 oI
BOSCALID 9.2133 oo I
BENOMIL 0.2767  ...... I

ALL 4 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.4357
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4485

0.050
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Anexo 8. Analisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la
concentracién recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc002

ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 1156.50 385.501 110.05 0.0000
WITHIN 8 28.0225 3.50282

TOTAL 11 1184.53

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -~----- ------ -—-----

EQUAL VARIANCES 16.19 3 0.0010

COCHRAN'S Q 0.9680

LARGEST VAR / SMALLEST VAR 939.67

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 127.333
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.1233 3 0.1201

BOSCALID 6.0700 3 0.5272

KRESOXIM 20.130 3 3.6827

TESTIGO 24.023 3 0.3955

TOTAL 12.587 12 1.8716

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 9. Comparacion de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas
en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc002

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
TESTIGO 24.023 I
KRESOXIM 20.130 I
BOSCALID 6.0700 .. I
BENOMIL 0.1233 oo I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 4.8919
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.5281
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Anexo 10. Analisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la
concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc005

ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 772.944 257.648 148.47 0.0000
WITHIN 8 13.8830 1.73537

TOTAL 11 786.827

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ------ ------ ------

EQUAL VARIANCES 6.44 3 0.0922

COCHRAN'S Q 0.4317

LARGEST VAR / SMALLEST VAR 183.86

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 85.3042
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.2800 3 0.1277

BOSCALID 4.1933 3 1.3121

KRESOXIM 15.853 3 1.4854

TESTIGO 19.757 3 1.7312

TOTAL 10.021 12 1.3173

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 11. Comparacion de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas
en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc005

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
TESTIGO 19.757 I
KRESOXIM 15.853 I
BOSCALID 4.1933 I
BENOMIL 0.2800  ...... I

ALL 4 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 3.4432
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.0756
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Anexo 12. Andlisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la

concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc006

ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 1044.73 348.245 840.76 0.0000
WITHIN 8 3.31360 0.41420

TOTAL 11 1048.05

CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ------ =------ -==----

EQUAL VARIANCES 14.71 3 0.0021

COCHRAN'S Q 0.9740

LARGEST VAR / SMALLEST VAR 180.64

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 115.943
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.3167 3 0.1185

BOSCALID 11.850 3 0.1418

KRESOXIM 20.227 3 1.2703

TESTIGO 24.863 3 0.0945

TOTAL 14.314 12 0.6436

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 13. Comparacién de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas

en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc006

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
TESTIGO 24.863 I
KRESOXIM 20.227 I
BOSCALID 11.850 I
BENOMIL 0.3167  ...... I

ALL 4 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.6822
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5255

0.050
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Anexo 14. Analisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la
concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc007

. ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SsS MS F P
BETWEEN 3 891.415 297.138 20.33 0.0004
WITHIN 8 116.946 14.6182

TOTAL 11 1008.36

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 94.1733
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.0000 3 0.0000

BOSCALID 11.077 3 0.9056

KRESOXIM 16.300 3 7.5829

TESTIGO 23.667 3 0.3907

TOTAL 12.761 12 3.8234

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 15. Comparacion de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas
en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia minor Sc007

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
TESTIGO 23.667 I
KRESOXIM 16.300 IT
BOSCALID 11.077 .. I
BENOMIL 0.0000 R

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 9.9934
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 3.1218

106



Anexo 16. Anadlisis de varianza para las velocidades de crecimiento obtenidas en la

concentracién recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc008

ONE-WAY AOV FOR: BENOMIL BOSCALID KRESOXIM TESTIGO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 307.822 102.607 120.67 0.0000
WITHIN 8 6.80253 0.85032

TOTAL 11 314.625

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 33.9190
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

BENOMIL 0.0000 3 0.0000

BOSCALID 2.7833 3 0.7407

KRESOXIM 11.950 3 0.8660

TESTIGO 10.617 3 1.4500

TOTAL 6.3375 12 0.9221

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 17. Comparacion de medias de Tukey para las velocidades de crecimiento obtenidas

en la concentracion recomendada del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc008

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
KRESOXIM 11.950 I
TESTIGO 10.617 I
BOSCALID 2.7833 .o I
BENOMIL 0.0000 oo I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.527 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.4102
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.7529

0.050
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Anexo 18. Andlisis de varianza para los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia minor Sc001

ONE-WAY AOV FOR: BE1l BE2 BE3 BE4 BE5 BOl BO2 BO3 BO4 BO5 IP1 IP2 IP3
IP4 IP5 PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 TE1l TE2 TE3 TE4 TE5

SOURCE DF SS MS F p
BETWEEN 24 24368.5 1015.35 398.70 0.0000
WITHIN 50 127.333 2.54666

TOTAL 74 24495.8

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 337.603
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
BE1 96.397 3 1.0090
BE2 98.570 3 0.2524
BE3 98.283 3 1.5010
BE4 98.817 3 0.9295
BES 58.857 3 0.4130
BO1 53.140 3 0.7632
BO2 50.330 3 1.1505
BO3 51.817 3 1.0159
BO4 52.810 3 2.7622
BOS 67.180 3 6.9806
1P1 100.00 3 0.0000
P2 100.00 3 0.0000
IP3 100.00 3 0.0000
ip4 100.00 3 0.0000
1P5 100.00 3 0.0000
PR1 100.00 3 0.0000
PR2 100.00 3 0.0000
PR3 100.00 3 0.0000
PR4 100.00 3 0.0000
PR5 100.00 3 0.0000
TE1 100.00 3 0.0000
TE2 100.00 3 0.0000
TE3 100.00 3 0.0000
TE4 100.00 3 0.0000
TES 100.00 3 0.0000
TOTAL 90.648 75 1.5958
CASES INCLUDED 75 MISSING CASES 0
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Anexo 19. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia minor Sc001

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
IP1 100.00 I
Ip2 100.00 I
IP3 100.00 I
IP4 100.00 I
IP5 100.00 I
PR1 100.00 I
PR2 100.00 I
PR3 100.00 I
PR4 100.00 I
PR5 100.00 I
TE1l 100.00 I
TE2 100.00 I
TE3 100.00 I
TE4 100.00 I
TES 100.00 I
BES 98.857 I
BE4 98.817 I
BE2 98.570 I
BE3 98.283 I
BE1 96.397 I
BOS5 67.180 I
BO1 53.140 I
BO4 52.810 I
BO3 51.817 I
BO2 50.330 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.465 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 5.0351
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.3030
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Anexo 20. Analisis de varianza para los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc002

ONE-WAY AOV FOR: BE1l BE2 BE3 BE4 BE5 BO1l BO2 BO3 BO4 BOS IP1 IP2 IP3
IP4 IP5 PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 TE1l TE2 TE3 TE4 TES

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 24 10309.8 429.577 90.60 0.0000
WITHIN 50 237.079 4.74159

TOTAL 74 10546.9

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 141.612
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
BE1l 98.107 3 0.5771
BE2 98.030 3 0.2381
BE3 99.167 3 0.7218
BE4 100.00 3 0.0000
BES 100.00 3 0.0000
BO1 60.873 3 2.2496
BO2 62.830 3 2.7628
BO3 74.867 3 3.9950
BO4 78.573 3 6.3432
BOS 84.323 3 6.9813
IP1 100.00 3 0.0000
IP2 100.00 3 0.0000
IP3 100.00 3 0.0000
Ip4 100.00 3 0.0000
IPS 100.00 3 0.0000
PR1 100.00 3 0.0000
PR2 100.00 3 0.0000
PR3 100.00 3 0.0000
PR4 100.00 3 0.0000
PR5 100.00 3 0.0000
TE1l 100.00 3 0.0000
TE2 100.00 3 0.0000
TE3 100.00 3 0.0000
TE4 100.00 3 0.0000
TE5 100.00 3 0.0000
TOTAL 94.271 75 2.1775
CASES INCLUDED 75 MISSING CASES 0
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Anexo 21. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc002

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
BE4 100.00 I
BES 100.00 I
IpP1 100.00 I
IP2 100.00 I
IP3 100.00 I
IP4 100.00 I
IP5 100.00 I
PR1 100.00 I
PR2 100.00 I
PR3 100.00 I
PR4 100.00 I
PR5 100.00 I
TE1l 100.00 I
TE2 100.00 I
TE3 100.00 I
TE4 100.00 I
TES 100.00 I
BE3 99.167 I
BE1l 98.107 I
BE2 98.030 I
BOS 84.323 LI
BO4 78.573 CII
BO3 74.867 .. I
BO2 62.830 R
BO1 60.873 oW1

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.465 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 6.8704
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.7779
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Anexo 22. Analisis de varianza para los porcentajes de inhibicidn del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia minor Sc005

ONE-WAY AQOV FOR: BE1l BE2 BE3 BE4 BE5 BOl1l BO2 BO3 BO4 BO5 IP1 IP2 IP3
IP4 IP5 PR1 PR2 PR3 PR4 PRS5 TE1l TE2 TE3 TE4 TES

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 24 7325.50 305.229 20.66 0.0000
WITHIN 50 738.675 14.7735

TOTAL 74 8064 .17

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 96.8185
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP .

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
BE1l 96.427 3 2.0512
BE2 97.717 3 0.5450
BE3 98.363 3 0.5235
BE4 99.087 3 1.5217
BES 98.957 3 1.1904
BO1 80.000 3 3.4643
BO2 73.900 3 7.2606
BO3 72.310 3 6.8937
BO4 75.153 3 12.204
BOS5 74.070 3 9.9823
IP1 100.00 3 0.0000
IP2 100.00 3 0.0000
IP3 100.00 3 0.0000
IP4 100.00 3 0.0000
IPS 100.00 3 0.0000
PR1 100.00 3 0.0000
PR2 100.00 3 0.0000
PR3 100.00 3 0.0000
PR4 100.00 3 0.0000
PR5 100.00 3 0.0000
TE1l 100.00 3 0.0000
TE2 100.00 3 0.0000
TE3 100.00 3 0.0000
TE4 100.00 3 0.0000
TES 100.00 3 0.0000
TOTAL 94.639 75 3.8436
CASES INCLUDED 75 MISSING CASES 0
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Anexo 23. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicion de!
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia minor Sc005

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
IP1 100.00 I
Ip2 100.00 I
IP3 100.00 I
IP4 100.00 I
IPS 100.00 I
PR1 100.00 I
PR2 100.00 I
PR3 100.00 I
PR4 100.00 I
PR5 100.00 I
TE1l 100.00 I
TE2 100.00 I
TE3 100.00 I
TE4 100.00 I
TES 100.00 I
BE4 99.087 I
BES 98.957 I
BE3 98.363 I
BE2 97.717 I
BE1l 96.427 I
BO1 80.000 I
BO4 75.153 . I
BO5 74.070 LI
BO2 73.900 LI
BO3 72.310 . I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.465 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 12.127
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 3.1383
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Anexo 24. Analisis de varianza para los porcentajes de inhibicidn del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc006

ONE-WAY AOV FOR: BE1l BE2 BE3 BE4 BES5 IP1 IP2 IP3 IP4 IP5 PR1 PR2 PR3

PR4 PR5 TEl1l TE2 TE3 TE4 TES5

SOURCE
BETWEEN
WITHIN
TOTAL

DF
19
40
59

67.0497
3.82713
70.8769

3.52893
0.09568

36.88

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE
VARIABLE

TES
TOTAL

GROUP

MEAN

98.437
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.436

CASES INCLUDED 60

)]

O W W WWWWWWWwwWwwWwwwwwwwwww

[eNeNolNolNelNolNeolNolNeoNelNolNeolNolNolNolNolololNe ool
o
o
o
(o)

MISSING CASES O

0.0000

1.14442

3.0
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Anexo 25. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicién del
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc006

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
IP1 100.00 I

IP2 100.00 I

IP3 100.00 I

IP4 100.00 I

IPS 100.00 I

PR1 100.00 I

PR2 100.00 I

PR3 100.00 I

PR4 100.00 I

PR5 100.00 I

TE1l 100.00 I

TE2 100.00 I

TE3 100.00 I

TE4 100.00 I

TES 100.00 I

BE4 98.593 o1
BES 98.437 oI
BE3 98.117 .o I
BE2 96.977 oo I
BE1l 96.593 o I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.352 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.9558
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2526
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Anexo 26. Analisis de varianza para los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia minor Sc007

ONE-WAY AOV FOR: BEl BE2 BE3 BE4 BES5 BO1l BO2 BO3 BO4 BOS5 IP1 IP2 IP3
IP4 IP5 KM3 KM4 KM5 PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 TEl TE2 TE3 TE4 TE5

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 27 113905 4218.72 119.35 0.0000
WITHIN 56 1979.49 35.3481

TOTAL 83 115885

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1394 .46
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
BE1l 100.00 3 0.0000
BE2 100.00 3 0.0000
BE3 100.00 3 0.0000
BE4 100.00 3 0.0000
BES 100.00 3 0.0000
BO1 20.533 3 7.6426
BO2 19.783 3 4.0601
BO3 24.400 3 1.0209
BO4 18.813 3 3.5341
BOS 15.393 3 1.6316
IP1 100.00 3 0.0000
IP2 100.00 3 0.0000
IP3 100.00 3 0.0000
IP4 100.00 3 0.0000
IP5 100.00 3 0.0000
KM3 14.707 3 21.354
KM4 16.787 3 7.4946
KM5 18.057 3 19.659
PR1 100.00 3 0.0000
PR2 100.00 3 0.0000
PR3 100.00 3 0.0000
PR4 100.00 3 0.0000
PR5 100.00 3 0.0000
TE1l 100.00 3 0.0000
TE2 100.00 3 0.0000
TE3 100.00 3 0.0000
TE4 100.00 3 0.0000
TES5 100.00 3 0.0000
TOTAL 76.731 84 5.9454
CASES INCLUDED 84 MISSING CASES O
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Anexo 27. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia minor Sc007

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
BE1l 100.00 I
BE2 100.00 I
BE3 100.00 I
BE4 100.00 I
BES 100.00 I
IP1 100.00 I
Ip2 100.00 I
IP3 100.00 I
IP4 100.00 I
IP5 100.00 I
PR1 100.00 I
PR2 100.00 I
PR3 100.00 I
PR4 100.00 I
PRS 100.00 I
TE1l 100.00 I
TE2 100.00 I
TE3 100.00 I
TE4 100.00 I
TES 100.00 I
BO3 24.400 I
BO1 20.533 LI
BO2 19.783 .I
BO4 18.813 .I
KM5 18.057 I
KM4 16.787 I
BOS5 15.393 LI
KM3 14.707 LI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.522 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 18.953
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.8544
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Anexo 28. Andlisis de varianza para los porcentajes de inhibicidén del crecimiento micelial del
aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc008

ONE-WAY AOV FOR: BEl1l BE2 BE3 BE4 BE5 IP1 IP2 IP3 IP4 IP5 PR1 PR2 PR3
PR4 PR5 TE1l TE2 TE3 TE4 TES

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 19 26.4914 1.39428 7.53 0.0000
WITHIN 40 7.40267 0.18507

TOTAL 59 33.8941

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.40307
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP

VARIABLE MEAN SIZE STD DEV
BE1 97.060 3 1.9172
BE2 99.023 3 0.1604
BE3 100.00 3 0.0000
BE4 100.00 3 0.0000
BES 100.00 3 0.0000
IP1 100.00 3 0.0000
IP2 100.00 3 0.0000
iP3 100.00 3 0.0000
I1P4 100.00 3 0.0000
IPS 100.00 3 0.0000
PR1 100.00 3 0.0000
PR2 100.00 3 0.0000
PR3 100.00 3 0.0000
PR4 100.00 3 0.0000
PR5 100.00 3 0.0000
TE1l 100.00 3 0.0000
TE2 100.00 3 0.0000
TE3 100.00 3 0.0000
TE4 100.00 3 0.0000
TES5 100.00 3 0.0000
TOTAL 99.804 60 0.4302
CASES INCLUDED 60 MISSING CASES O
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Anexo 29. Comparacion de medias de Tukey de los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial del aislamiento Sclerotinia sclerotiorum Sc008

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS

VARIABLE MEAN GROUPS
BE3 100.00 I
BE4 100.00 I
BES 100.00 I
IP1 100.00 I
IPp2 100.00 I
IP3 100.00 I
IP4 100.00 I
IP5 100.00 I
PR1 100.00 I
PR2 100.00 I
PR3 100.00 I
PR4 100.00 I
PR5 100.00 I
TE1l 100.00 I
TE2 100.00 I
TE3 100.00 I
TE4 100.00 I
TES 100.00 I
BE2 99.023 I
BE1 97.060 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.352 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.3293
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3513
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