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1. INTRODUCCION

La continua y creciente de_ménda de alimentos péra suplir el incremen-—
to de 1a poblacién, requiere un h’\&dmo de produccién de las tierras de—
dicadas a la agricultura o la expansién de las fronteras agrfcolas. Es

bc;r‘ esto ‘que la prevéncién dé ‘pér‘didas 'por- enfermedades fungosas es un

factor fundamental en los distintos sistemas de produccién.

L.os problemas fitosanitarios de los cultivos de ﬁapa, arroz, flores y fru-
tas en huestro pai’é son cada vez mayores, ocasiénaindo mermas en los
rendirmientos y deméritando la calidad de _loé productos. Estos cultivos
son de gran impoprtancia en la economfa agricola del pafs ya que ademés
de cubrir las necesidades nacionales, su pfoducciéh genera excedenteé

exportables gue incrementan ruest ras divisas .

Como sabermos, los gqutmicos para el control de problemas fitosanitarios
en las plantas, son esenciales en la produccién de las cosechas.y se es-

tima que la mitad de las cosechas del mundo no podrtan crecer sin ellos.



En aﬁos‘ pecientes la tecnologfa del control gutmico cred los fungicidas
de accién sistémica, armas de altfsima efectividad contra patégenos
fungosos pero que traen consigo el problema de desarrollo de resisten—

 cia en numerosos patégenos de control qﬁffnico'. (9. .

El uso continuado de productos sistémicos’ deA a.ccidn espec.tﬁca' enla -
ﬁsioiog’t‘a del hengo éthleva a gue se actiyen sistemas que este organis-
mo normalmente no usa o & que una simp‘te- mutacién inhiba la eficien-—
cia del fungicida o lo lleve a tolerar dbsis més altas del producto; por
esto, al recomendar productos sistémicos en las plantas se deben te—

ner en cuenta los siguientes criterios :
1. Modo de accién (espectficos b_aha deterrninados grupos taxcnémicos). |

o, Adn cuando son eficientes en el control de algunas enfermedades se

seleccionan otras que pueden pasar de esporddicas a endémicas.

3. El desarrollo de resistencia a fungicidas en algunos patégenos que

causan enfermedades importantes.

4. Los costos, pues al incrementar las désis por el desarrollo de tole—

rancia, su uso se hace més costoso.



5. Se debs ::Slanéar un controt qutmico QUe incluya mas de un'pr'oductd

en rotaciones o mezclas. (2).

Entre las enfermedades gque se controlan en Colombia con productes sis-—

témicos figuran: la gota de papa, causada por F’hytophthora infestans ,

De Bary, la pudricién de flores y frutos por Botrytis cinerea, Pers,y la

piricularia del arroz debida al hongo Pyricularia oryzae, Cav.,

Las pruebas "in vitro" de los fungicidas de mayor uso en el momento
para el control de las enfermedades fungosas en nuestros principales
cultivos juegan un papel muy importante ayﬁ.idaﬁdo a predecir con cier-
ta segur-idad,. r-apidéz N eliminacién de pruebas costosas de quimicos en

el campo, la eficacia de ciertos fungicidas_.

El presente trabajo pretende esclarecer la accién "in vitro! de Metalaxyl,
Benomyl y Kasugamicina estudiando el efecto de diferentes dosis del \
aquimico en el crecimiento micelial , porcentaje de esporulacidn, libera-

cién y motilidad de zoosporas y germinacién de esporangios.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 LA GOTA DE LA PAPA Y SU CONTROL CON METALAXYL

La papa es uno de los cultivos mds importantes del mundo v ﬁmducto
Easico de la alimentacién del pueblo colombiano desde épocas preco-
1om_binas. Debido a sus cuélidades nutritivas y a que es uno de los cul-
’éivos mejor balanceados ya que proporciona calorfas necesarias para
la alimentacién humana ocupa el cuar*to'lugar' en importancia entre to-

dos los cultivos del mundo .

El tizén tardio, rancha, hielo o gota es probablemente la enfermedad
mas importante de la papa en el mundo. La Fambruna de Irlanda en

1 .840 se debié al ataque de Phytophthora infestans, hongo causante de

esta enfermedad. Grandes cantidades de fungicidas se aplican a la papa

en todo el mundo cen el fin de protegerla de este hongo.

Como sabemos, una cosecha en particular no es atacada por una sola
enfermedad fungosa, los investigadores e industriales se han preocupa-
do de combinar fungicidas que controlen patégenos de un determinado

cultivo .

Edgington (11), cita al Metalaxyl como un fungicida sistémico nuevo ,



et

' muy efectivo céntr'a el tizén tardto de la papa causado por Phytophthora

infestans , sin embargo; los cultivadores deben utilizar Mancozeb o
cualquier otro fungicida para el control del tizén tempranc causado por

Alternaria solani .

En Agosto de 1.980 los cultivadores de papa holandeses se quejaron de

la ihefecti\)idad del fungicida sistémico Metalaxyl en el control del ti-
z6n tardfo de la papa a pesar de haberlo usado a las dosis e intervalos

recomendados (8).

Después de registrado en 1.979, el Metalaxyl fué usé.i:_io ese afic en un 7
5% vy en 1 .980 en un 50% de los culti.vos de papa ast que el desarrollo
de resistencia fué extrémadamente. alto. Las razones son las siguien-
tes:

1, La facilidad con la cual mutantes resistentes a Metalaxyl se levan-

taron en la poblacién.

2, Condiciones ambientales favorables para el desarrollo de una epide-

mia de gota.

3. El uso dnico de Metalaxyl en un 50% de los campos donde los mu-

tantes resistentes se desarrollaron répidamente ,



La erupcién de una epidemia de gota en 1,980 en Hblanda, causada por

poblaciones resistentes a Metalaxyl dié como resultado pérdidas finan—

‘cieras considerables para muchovs‘ cultivadores de papa . (8).

En Colombia'Nav‘ar*r*o, Puerta y Pérez (23), en el Centro Regionai de
Investigacién "l.a Selva", Instituto Colombiano Agropecuario, apoyados
en observaciones de campo y experimertacidn de laboratorio concluye-—

mn la aparicién de una raza de Phytophthora infestans resistente a

Metalaxyl pues los primeros e‘r_\sayos realizados en 1.976 indicaron que

désis de 0.8 gr/lt del producto comercial apl-icadd con frecuencia quin-
cenal daban excelente control contra la gota de la papa, pero en 1,980 se
observé que la eficiencia del Metalaxyl no er;-s. igual que antes ya que en
ensaybs sobre ;:;ontrol de enfermedades en papa var-ied_ad Sirena se ob- '

servé que las parcelas tratadas quincenalmente en désis de 0.8 gr/lt es—

. taban completamente afectadas por el hongo .

Cohen y M, Reuveni (6), examinando la actividad antifdngica de Ridomil

sobre Phytophthora en tomate observaron que el porcentaje de zoospo-—

ras liberadas de los esporangios (nor*fnalm‘ente entre 50 y 80%) no fue

afectado por désis hasta de 25 M@/ml . A mayores de 50 I\@/ml la li—-
beracién de zoosporas se redujo en un 80%. La motilidad de tas zoos-
poras fué normal a 5 Ng/ml . pero bajé hacia los 25 NQ/ml. No se ob-

servd motilidad a mas de 125 MQ /mi., lés zoosporas fueron rotas.



En agua todas las zoosporas germinaron y pmdujemn tuboé germinati~
{/os de 20 a 50 mm.de longitud'. A concentraciones de 5 a 25 M‘g‘de Ri~
domil/ml todas lasres'p'oras ger_minarph pero los tubos germinativos so-
lo alcanzaron de 10 a 15 mm de longitud. A 50 Mg/ml solamente el 50%
de las zoosporas ger?mind y los tubas éerminativos fueron de 5 a 10' mm

de longitud, A 100 Mg/ml no hubo germinacién de zoosporas.

Metalaxyl fué ligeramente téxico de esporangios y zoosporas de P.infes-

tans, pero cuando se mezclé con indeulo furigal no previno la penetracidn
en el tejido de 1a hoja a pesar de ser aplicado a altas concentraciones.

.

Staub et al 1978, observaron que la penetracidn e iniciacién del primer

haustorio de P, infestans en tomate y de Plasmopora viticola en uva

fué la misma en hojas tratadas o no con Ridomnil.

Geor*gopogﬂus (13), afirma gque existen gépas resiétentes adn antes de
usar él fungicida en una area y su frecuencia no es conocida. Cepas re-—
sistentes presentes erv la poblacién del patégeho pueden ser incremen-
tadas con el uso de tratamientos con Metalaxyl con las consecuentes fa—

1las en el cont~ol de 'Lé enfarmedad.

Ridomil una formulacién Metalaxyl es un fungicida selectivo para enfer—



8.
medades causadas por hongos Oomycetps' reépohsa_bles de mildeos ve—
: _l‘iosos;‘tizﬁén tar-dt‘ord.el tallo, cuello,. frutos, tubé.r?culos' y pudricién de

la ratz .

Ridomil és absorbido por las hojas, tallos y rafces ytrénspoétado acro-

petalmente (hacia arriba) en el sistema vascular .

El efecto de Ridomil cuando se aplica como fungicida f"ol{ar', protector

és de mas de tres sema_nas. Aderr;as muestra buena actividad cuando

la segunda aplicacién se hace dentro de un pertodo de cinco 2 siete dfas
después de la primera aplicacién. Despué_s de 'estaslasber‘siones cur"'ati—
vas con Ridomil cormo rechend'acién-deb_e continuarse un programa de as-—

persiones protectoras. (7).

2.2 LA PUDRICION O MOHO GRIS DE LAS FLORES Y sU CONTROL

CON BENOMYL

Moho gris es el nombre comtn mas frecuentemente usado para identifi-

car infecciones causadas por Botrytis .

Muchas plantas son afectadas vy todas las partes de la planta pueden ser
infectadas. En condiciones favorables de alta humedad y bajas tempe—

raturas Botrytis produce masivas éantidades de finas esporas gue son



.
ampliamente distributdas por el aire causando grandes pérdidas en hor-

talizas, flores de jardih, viveros y frutas..

Ldas flores de exportacidn y entre ellas los claveles y rosas se han con—
v-e?r'tido en los dltimos afios en uh renglén agricola de espécial importan-

cla para Colombia.,

Ensayos realizados en el campo con la variedad "Tropicana" de rosas en
el Valle del Cauca indicaron que el fungicida si'stémico Benomyl (Benla-

te) inicialmente demostré alta eficacia para combatir Sphaerotheca

pannosa pero la aplicacidn exclusiva de este producto durante 10 me-
ses gradualmente indujo la resistencia del o~ganismo a dicho fungicida

perdiendo su efecto totalmente. (36).

LLa resistencia de los patégenos de plantas a 1:os' quimicos usados como
‘éontr*ol es grande vy ampliafnente distributda en el mundo. Los mecanis—-
mos dé resistencia discutidos por Vander Kerk, 1971 y Dekker, 1972

. mMuestran yarios sitios de accién a nivel celular, Dekker sugiere que

la resistencia a quimicos sintéticos es adquirida de cepas sehsi'i:ivas

normales . Estudios recientes en Botrytis cinerea por Chastagner,

Ogawa y Peters (4), indican que la resistencia a Benomyl se presenta
naturalmente en poblaciones silvestres como se determiné por e'prsi—

cién de esporas del hongo a medios sintéticos a los cuales se les incor-



poré Bernomyl (25), sin embargo, la tesis de que cepas resistentes pue-
den desarrollarse a partir de cepas sensitivas a través de mutaciones

después de exposicicnes a los qutmicos debe ser mejor estudiada,

Maraite, (20), indica que la répida formacién de poblaciones de B. ci-

nerea Pers ex Pers., resistentes a los ﬁmgicidas del grupo bén_zimida-
zole er.w campos de fresas tratadoé con estos compuestos y la subsecuen—
te pérdida de efectividad y declinacién en ‘e‘L uso de éste, (26) ha hecho
nécesari-a una adecuada evaluacién ante el riesgo de desarrollo de resis—
tencia de los fungicidas del grupo dicar-boximide introducido recientemen—

te tales comog el ipr'bdione s procyrmidone v vinclozolin,

Mapaite, (21), muestra el gran potencial de B, cinerea para desarrollar
resistencia a los fungicidas del grupo dicarboxymide. Sin embargo, no
estd adn claro si la resistencia es el resultado de mutaciones expontédneas

o si es inducida por el fungicida.,

El hecho de que la resistencia a estos fungicidas ( di.car-boxymide ) ha si-
do observada en pocos casos en el campo (20), (21), comparado con el po-
tencial observade in vitro puede ser parcialmente explicado por la gene-
ralmente baja capacidad saprofftica y patogénica de cepas resistentes

selecciohadas in vitro .,
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Meyer (22), indica comé tan prorto aparecid el Bénomyl se reportaron
fal-las en él control de las enfermedades causadas por B, cinerea en
Bélgica. La tolerancia fué sos-peéhada y finalmente confirmada median—
te pruebas in vitro por Bollen and Scholten, 1971; Ehrenhardt, 1973 ;.

Jarvis and Hargreaves, 1973; Miller and Fletcher, 1974 (22),

El porcentaje de gerfninacién de las conidias de B, cinerea alcanzdé un

maximo entre 6 y 8 horas después de iniciada la incubacién (5),

| Cepas de B. cinerea resistentes a dicarboxymide fueron facilmente se-

leccionadas in vitro por Leroux . Sin emban~go, la resistencia esta fre-

cuentemente unida a una reduccién de las habilidades saprofiticas y pa-

~ togénicas del hongo y permanece eétable en cultivos mezclados con ce-~

pas sensitivas, siempre en ausencia de fungicidas. Esto es un reto de

desarrollo de resistencia de estos fungicidas promisorios en campos po-
blados de B. cinerea con la posible consecuencia de reducir su efecti-

vidad en el control del hongo (21).

En los estudios realizados por Maraite ('21), la germinacidén fué chequea-
da bajo el microscopio después de 12- 24 horas de incubacién para reve-

lar cualguier heterogeneidad en la sensibilidad al fungicida. El creci -~

-mi.ento macroscdpico fué chequeado después de 7 —~ 14 dfas obserwvando va-

riaciones en la rata de crecimiénto, capacidad de esporulacidn y forma-
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' cyén de escler‘ociés, clabsew.andose que debido a la ai-hplia dispersién de
la .r}esist;encia a fungicidas benizi'mi.dazole . la mayori'a de las cepas re-
si;s.tent.e,s a vinclozolin fuerbn tarhbi.én resistentes a Benomyl.. Esté re—-
sigte‘ncia_ parece ser adicional y no cruzada. Por ejemplo: las cepas

78/ 2v y 79/83 son sensibles a Benomyl.

La poéibilidaq de aparicién de r-esisténcia a dicarboximide en el campo
fué prevista de los estudios in vitro realizados por Maraite (21), los cua-
les _der.nostr*ar;on con pocas excepciones que por regla general cepas con
é.lto nivel de resistencia poseen bajas habilidades saproftticas y patogé-—
nicas cormparadas coﬁ los aislamientos parentales de los cuales se selec-
cicharon. Se vé la necesidad inmediata de desarrollar estrategias de
prueba tendientes a evitar o demoranr 1'a dispersién de la resistencia a di-

carboximide.

Presly y Maude (27), reportan crecimiento normal de aislados de Botry-~
tis cinerea en agar que contenta 1 .ood I\/g/ ml de Benomyl. La emer-
gencia de aislamientos del hongo insensibles a compuestos basados en
benzimidazoles, (Benomyl) usados en tratamientos de semillas indican
qgue e'sté fungicida no p‘r;ovee una solucién permanente en el control de

esta enfermedad fungosa.

Nelson, R,D., 1974 ha demostrado gue campos de fresas afectados con
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Botrytis resistentes a Benomyl en un 80% la redujeron a menos de un
10% mediante la fumigacién al suelo con metil bromuro y cloropicrina,

(25,

Estudios realizados por Mc.Cain y Anderson muestran que los Botry-
t_'_l_s_ re;sis_tentes a Benomyl fueron mas seénsibles a qutmicos comeo Thi-
ran y Mancozeb, en ensayos de laboratorio, que las cepas no resisten-
tes, Ast se espera una gran r‘educcidnrde c-epaé resistentes mediante
el uso de un fungicida alternado. | Muy pocas cantidades del gquimico

se requieren para que haya inhibicién (0.1 p.p.m de Benomyl) (25).

El uso r‘epetido y continuado de Benomyl puede resultar en 1a seleccidén
y desarrollo de ciertas poblaciones resisteﬁt:es a los ﬁatégeno-s contro-—
_ lados , con la correspondierte disminucién en la eﬁcadié del fungicida.
Si siguiendo las recomendaciones del caso, el éontrol con Benomyl no
es efectivo, es posible que una raza ’coleﬁante dél hongo patégenc esté
presente e inmediatameﬁte debe cdnsider‘ar\sé el uso de otros fungici-

das apropiados .

| 2.3 EL ANUBLO DEL ARROZ Y SU CONTROL CON EL ANTIBIOTICO

KASUGAMICINA.,

En Colombia, el cultivo del arroz ocupa un renglén de mucha importan-
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cia en la economta agrfcola, La preddccidn de arroz ademads de cubrir
" las necesidades 'nac;ionales g.ener‘a excedentes exportat;.les del granoc.
De otra pé.r“te, los problemas fitosanitarios del cﬁltivo del ar-roi en

él' pats son cada vez mayores ocasionando pérdidas en Iqs rendimien-

tos y deémeritando la calidad del grano.

Las cosechas de arroz disminuyen sensiblemente, como consecuencia
de las lesiones provocadas per los patégenos fungosos, causantes de
las enfermedades. Las pérdidas dependen de la variedad sembrada,

la intensidad del ataque y 1a zona de cultivo.,

La piricularia, bruzohe o afiublo, es la enfe~medad que méas seriamen-
te afecta los arrozales. Se encuentra exi:endida en todas las zonas arro-
ceras del pafs y constituye un factor limitante para la produccién, La

enfermedad es causada por el hongo Pyricularia oryzae, El patdgeno

ataca todas las par'-tes aéreas de la planta: hojas, nudos, cuello y pa-
nfculas e incluso las ratces ;uando éstas son inoculadas artificialmen—

te. (35).

La presencia de esta enfermedad se ha constétado en mas de 60 patses
del mundo, en Colombia de acuerdo a los datos reportados por Galvez
y Castafio, (12) causa pérdidas del 10 al 95% dependiendo de las varie~

dades empleadas y de las condiciones ambientales que existan en la zo-



Jra.

Kasugamycina es un antibiético am'pliamente usado en el Japdn para el

control del tizén del arroz, causado pér Pyricularia oryzae Cavara.

En 1971 se pr‘esentar‘oh cepas naturales de E orvzae resistentes a
Kasugamycina en campos de arroz en cdscara donde el control con Ka-

sugamyecin habta fallado, (Miura, H., 1875 y 1976) (32).

La resistencia a Kasugamycina en el mismo or‘gémismo fué reportada
pr';im;ero por Ohrmori 196? s Quien seleccioné‘,ce-pas resistentes in vitro
vy mostré que el caradcter resistente no se perdia después de sucesivas
transferencias en medio libre de antibiéticos. Esta estabilidad sugie-
re que la resistencia a Kaéugafnyéin es genética en la naturaleza. Ni
el modo de heredébilidad ni la existé_ncia ae‘genes resistentes han si-

_ do investigados.

Varios investigador-es (Kato, 1976; Veyama, 1975; Yaegashi, 1976 ) '
han reportado la formacién de estado perfecto de P, oryzae en medios

artificiales. (32).

Taga (31), en su trabajo. sobre identificacién de tres loci diferentes que

controlan la resistencia a Kasugamycin en Pyricularia oryzae reporta

que los siguientes investigadores también han encontrado resistencia
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a Kasugamycina en dicho hongo. Ellos s.on: Itp v Yamaguchi 1877 en

su trabajo sobre! Ocurrencia de resistenéia a Kasugamycina en el
hongo causante del afiublo del arroz influenciada por aplicacidﬁ del fun-
gicida", Miura, I’.co y Takal.’\ashi, 1975 en su trabajo sobre "Cepas re-

sistentes de Pyricularia oryzae a Kasugamycina como causa de la

disminucién de la actividad fungicida en afublo del arroz™., Miura et
al 1976 con la publicacién sobre" Modo de accién de la resistencia a
Kasugamycina en el hongo causante del afiublo del arroz"., Ohmori,

1967 en su "Estudio de las caractertsticas de Pyricularia oryzae que

lo hacen resistente a Kasugamycina,, Sakurai 1975, en su "Estudios
sobre resistencia cruzada de antibiéticos ar"'tifangicos en cepas resis-

tentes a Kasugamycina de Pyricularia oryzae Cavara" y Vesugi 19%,-

en su trabajo sobre "Resistencia en Pyricularia oryzae a antibidticos

y fungicidas organcfosforados.

En su trabajo, Taga (31), obtuvo cepaé r'-esiste_mteé a 100 N@/ml de
Kasugamycina y blasticidin S, respectivamente. La resistencia o sensi-—
bilidad de los aislamientos fué determinada después de seis dfas de in-
cubacién a 27°C sobre la base del crecimiento micelial, La resisten-
cia a Kasugamycina casi siempre esta ligada con 1a resistencia a Blas-

ticidin Sy las progenies sensitivas fueron sensibles a ambos gutmicos.

En su trabajo realizado en 1974, Galvez y Castafio (12) ya reportan pér—
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didas de la eficiencia en el control de la enfermedad con Kasugamicina

" en Colombia, aungue Villarraga en 1979 lo reporta todavta como efi-

2.4 EVALUACION DE FUNGICIDAS ENJEL LABORATORIO

ciente en el control de P. oryzae.

Entre los métodos ut111zados par-a combé.tw las enfermedades de las
plantas figuran el control cultural y el control quﬂfmco, §0m0 alterna-—
'tivas a este control quitmico figuran fécnicas culturales que incluyen ro-
tacién de cultivos, uso de semillas libres de patégenos, erradicacién de
plantas enfermaé y uso de variedades resistantes; sin embargo el con -

trol de las enfermedades en las plantas por _:zufmic':os data desde 1.000

afos antes de Cristo, utilizando azufre para controlar epidemias.

Como el ndmerco de productos quimicos fungitéxicos ha tenido un alto
incremento en los Gltimos afios, se hace patente la necesidad de mé-
todos rdpidos de evaluacién relacionados con la interaccidn hongo pro-

ducto qufmico y ‘horwto producto qufmico - hospedero. ( 1 ).

Ogawa, (25) indica que de los 113 fungicidas vy bactericidas conocidos
* . hasta el momento 34 de ellos han presentado resistencia ya sea en el
campo o en el laboratorio y el 77% de estos quimicos fué introducido

al pats entre 1.930 y 1.970,
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Se han encontrado los siguientes reportes de tolerancia a fungicidas

en el laboratorio:

Pyricularia oryzae a Kasugamicina por Chmori, 1966; E orvyzae a

Blasticidin S. por Nakamura, 1968 y Botrytis cinerea a Benomyl

por Watson, 1973 entre otros . (25).

Las pruebas de laboratorio contribuyen a la deteccién temprana de re—
sistencia antes de que se presente una epifitotia, y dan la oportunidad
de cambiz;r los qu’micos empleados en el control para evitar el desa-
rrolle de una resistencia futura. Los fungicidas que més problemas
presentan en este aspecto son los sistémicos pues su toxicidad esta
‘restr\ingida a un sitio espectfico de accién dentro del hongo y un sim-
Tple cambio en este pl.iede resultar en resistencia él quimico. El pro-
blema de la resistencia es relativamente reciente y asociado con nue-

vos productos. (11).

En el laboratorio la fungitoxicidad de un gutmico es usualmente medi-=
da por el grado de desarrollo de la colonia o por la supresién de la
germinacién de las esporas de acuerdo a Hall (14) ademas de la respi-

racidn del hongo en estudio segdn Torgeson citado por Achicanoy.(1).

Los rmétodos modernos de pruebas de fungicidas en el laboratorioc son
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rdpidos v permiten una r*epmducciénde resultados qué hace posible
predecir con cierta seguridad el valor pr-otectani:e dél fungicida pro-
bado, eliminando las pruebas costosas de quiinicos en el campo, reti~
_r*ando los candidato-é no exitosos _m_ediante prueba?s precisas contra pa—

tdgenos especi’ﬁ'co‘s . (28).

Los estudios de laboratorio "in vitro" proveen una informacidn confia-
ble acerca de la fungitoxicidad contra un patégeno espectfico vy puedeh
ser usados como éonéideraciones preliminares de la compatibilidad
del fungicida seleccionado con insectiéidés eétandar*. Ademds los re-
sultados de los estudios ' in vitro" dan la bese para futuras pruebas

" in vivo" y en el campo . (28). |

Los diferentes métodos utilizados para evaluar la actividad fungicida
de los productos quimicos en el laboratorio han sido estandarizados
por la Sociedad Fitopatolégica Americana y estdn basados en los si ~

guientes principios :

1. Suspender las esporas en soluciones o suspensiones del producto

de prueba observando crecimiento o germinacidn.

2, Incorporar el fungicida a un medio artificial de cultivo sobre el cual

se coloca el indculo cbservando posterior crecimiento micelial .
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3. Exponer suspensiones de esporas a soluciones fungicidas sobre

porta-objetos colocados en camaras hdmedas registrando pos-

teriormente el porcentaje de germinacién., Mc,Callan citado por

Achicanoy (1).




3. I\AAT‘ERIAL_ES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Fitopatologta del

Centro Regional de Investigacién "Tibaitata" del Instituto Colombiano

' Agr-dpeciuar-io s 1CA, Iécializado en el muhici'pio- de Mosqguera, Cundi-

namarca.,

3.1 ESTUDIO DEL PODER INHIBIDOR DE FUNGICIDAS SOBRE

‘CRECIMIENTO MICELIAL,
3.1.1 Obtencién de Inéculo.

E1 inéculo de Phytophthora infestans proviene de dos localidades , una

parte fué 9hviada del Centﬁo Regionai. de-investigaci_én " _a Selva, ICA. 3
en tubérculos de papa ;/ar'iedad Guanti\)a y la btr'a parte se obtuvo de
aislarmientos realizados de material enfermo procedente de cultivos de
papa variedad Parda pastusa del Centro Regional de Inves"cigacién "Ti-

baitata”, ICA,

De rosas de la variedad " Bingo" .cultivadas en el vivero Sabanilla en
el Municipio de Mosquéra, Cundinamarca, se toms el indculo de Botry-

tis cineréa causante del moho azul de estas flores.
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Las pruebas de Pymcu'tama oryzae se hicieron con cepas provenientes

. del Centm Internamonal de Agmcultura Tr\oplcal (CIAT), ai’sladas de-

la variedad de arroz IR 22,

Es de anotar que todo el indculo utilizado en la realizacién de las dife-
rentes pruebas 'provi_en'e de sitios en los cuales se esta aplicando el
producto a evaluar.,

3.1.2 Medios Artificiales de Cultivo .

Se ut_iliZar*on medios de cultive selectivos para cada hbngo .

| El hongo causante de "la gota de la papa' se cultivé sobre agar-dextrosa-

avena. Con el objeto de lograr buena esporulacién se hicieron inocula-

ciones sobre erlenmeyers con alveria estéril, (33).

El medio utilizado para los cultivos de Botrytis cinerea fue el PDA

(33).

Los aislamientos de Pyricularia oryzae se mantuvieron en medios de

agar-dextrosa-agua de coco obteniendo buenos resultados. (33).
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3.1.3 Preparacién de las Soluciones Fungicidas e Incorporacién al

Medio de Cultivo .

‘Los productos de prueba estdn siendo. utilizados actualmente en el con-—

trol del hongo especifico.

Los fungicidas cuyo ingrediente activo es el Metalaxyl v el Benomyl fue-
_ron disueltos previamente en acetona debido a su baja solubilidad en a-
gua vy de acuerdo a las désis requeﬁdas 500, 1,000, 1.500 vy 2,000 N\g/
"ml ( tomando como dosis de base la maxima recoméndada por la casa
comercial ), se inc.or*_por;ar‘on a los respectivos medios una vez que éds-
tos fueron sacados del autoclave‘ antes de sdidiﬁc.ar*se, ias soluciones
.de'L fUngicida no se esterilizaron, Posteriormente fueron vertidos estos
medios en cajas de Petri, todo este procedimiento se realizf dentro de
ia camara de aislamientos con cristalerta estéril para evitar contami-

naciones,

Como el fungicida cuyo ingrediente active es la Kasugamicina viene en
formulacidn l.rquida, el volumen cqrrespondiente a cada désis de pro-
ducto qutimico fué descontado del volumen inicial de agua con que se
prepabé Vel medio de cultivo con el objeto de mantener las dosis reque—
ridas en el medio, rpr‘OCediendo posteriormente de la misma manera

gue con los otros productos. La dosis minima de producto en este

Kb
%
e
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. caso fué la dosis comercial recomendada para equipo de arrastre
e équivalente a un litro de producto en 200 lts de agua. Se uslar'c':yn‘dosis

- de 5, 10, 20 y 40 ML/ ml. 7
3.1.4 Inoculacidn,

En el centro de cada una de las cajas de Petri (10 replicas de cada
tratamiento) gue contienen la respectiva dosis de p_r-oducto guimico
incorporado al medio de cultivo se colocd un segmento miée‘tial de .
0.5 cm de lado proveniente de la zona miceliar periférica de colo-

- nias jévenes del hongo respectivo aislado sc;bre el medio dé cultivo
espect’ﬁco; ' Efectuada la inoculacién de manera aséptica, se proce-
dié a incubar las cajas de Petri a te;ﬂper‘atur\a ambiente en el labo~
ratorio pues se observd r;néjor desarrollo de los hongos a esta tem-—
perai:uré. (minimo 6°C, maximo 30°C) que en la incuba&ora a tefnpe—

ratura constante de 12 , 20, 24 028°C y suministre normal de luz,

Los testigos absolutos se inocularon sobre medios sin solucién fungi-

cida,
3.1.5 Registro de Datos ,

Para cuantificar las observaciones sobre crecimiento micelial se to-
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mé diariamente el didmetro de la colonia fungosa en cada una de las

‘r_‘epii.c'a_.s de las corr*eépondientes dosis de cada tratamiento y en los

testigos, hasta alcanzar el lleno de la caja de Petri .

Algunos autqﬁes, entre ellos Vicent (citado por Achicanoy (1 ), re-
gistran este dato promedio de los didmetros en porcentaje de inhibi-

cién del crecimiento mediante la siguiente ecuacidn :

1= 100(T -t)

-
Donde: 1 = Inhibicién

T = Tasa de crecimiénto del hongo testigo en mm/ & dias.

' t =Tasa de crecimiento <;1e1 hongo tratado en mm /5 df;s.

100 = Factor de corversién o porcentaje .

3.2 ESTUDIO DEL PODER INHIBIDOR DE FUNGICIDAS SOBRE LA

ESPORULAGION.

Hacia los.7, 15 y 30 dfas de incubacién respectivamente de Botrytis ,

Phytophthora v Pyricularia se registrd el dato de la cantidad prome-
dio de esporas producida en cada una de las dosis de los diferentes tra-
vtafniehtos( 10 réplicas ) y de los testigos, mediante el uso del hemoci-
témetro. A cada cajg de Petri con colonia fungosa se agregaron 10 ml

de agua destilada estéril y mediante agitacién y posterior raspado de
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‘la colonia se recupera la suspensién, se toman dos alicuotas deposi-

tandolas en el 4rea de conteo del hemocitdmetro .

El resultado de la esporulacién se expresa en conidias/ml asi’:.

N=n.1000 p
v

Donde:

N=r10mér~o de conidias /mt .l

r% namero de conidias contade en un drea determinada del hemocitéme-
tro,

V=volumen ‘del area determinada en f—'.-l hemocitémetro,

D= dilucién ermpleada,

1.000=factor de conversién a ml.

Para el caso de Phytophthora infestans se tuvo también en cuenta la

forrmacién de zoosporas, ademaés de la de esporangios.

3.3 ESTUDIO DEL EFECTO INHIBIDOR DE FUNGICIDAS SOBRE LA

GERMINACION DE ESPORAS.:

Sobre placas porta-objetos se colocs una gota de la respectiva solu-~
cién de fungicida ( 10 placas por dosis) inmediatamente después se co-

locs encirma una gota de la suspensién respetiva de esporas y se incu-
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b6 a témper‘atgr-a ambiente en camara hidmeda registrando datos de
germinacién de esporas y longitud de tubos germinativos cada dos - '

horas.

En P. infestans se trabajé con esporangios y zoosporas y en P, ory-

zae se tuwo en cuenta la longitud promedio de los diferentes tubos

~de germinacion de cada espora.

Se considera germinado un conidio cuando la longitud del tubo ger-
minati\)o. es igual o mayor al didmetro del mismo. Ademéas se reali~
zaron observaciones sobre posible deforma:sién de los conidios y

del tubo germinativo.
3.4 PROCESO ESTADISTICO.

El disefio experimental utilizado en el presente trabajo fué "comple-

tamente al azar con arreglos factoriales ",



4, RESULTADOS

4.1 EFE"CTO DEL FUNGICIDA METALAXYL EN EL DESARROLLO

" DE Phytophthora infestans ' in wvitro",

E"L crecimi énto micelidl se registréd periddicamente como puede obser—
var-sé enla Tabla No. 1 para las dos localidades.,

En los pﬁr_‘imer‘os 15 das se presenta un ligero incremento enlel digd- .
metro de las colonias tratadas con las primeras dosis del fungicida
éh la primera localidad. La dltima lectura realizada a los 30 dfas r-e-;
porta un crecimiento indiferencial de las colonias en cualquiera de

las dosis.

Para el caso de los aislamientos provenientes de "lLa Selva" no hay
diferencias en la rata de crecimiento micelial después de los 15 dias

de incubacién de las colonias en cajas de Petri.

Como puede observarse én la Figura 1.las curvas de crecimiento del

hongo son similares en los diferéntes tratamientos y localidades.

En cuanto a la produccién promedio de esporangios en Tibaitata se

obtuvo una mayor produccién de esporangios/ml con el empleo de do-
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sis correspondientes a 1.000 N\g/ml, namero que disminuyd al incre—-

mentar la dosis.

_os aislamientos provenientes de la segunda localidad muestran un in-

cremento progresivo en la esporulacién a medida que se incrementa la

dostis del fungicida,

En todos los casos la esporulacion fué mayor en los tratamientos con

respecto al testigo como puede observarse en la Figura 2,

" © El porcentaje de liberacién de zoosporas en Tibaitata fué sensiblemen-

‘te mayor en las dos primeras dosis empleacas con relacién al testigo

obteniéndose buen porcentaje de motilidad en todos los casos de acuer-

do a los datos provenientes de la Tabla 2,

El porcentaje de germinacién se vié incrementado en ambas localidades
con el empleo de dosis de 500 Mg/ml del producto y los tubos germina-

tivos presentaron una longitud efectiva en todos los tratamientos .
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4.2 EFECTO DEL FUNGICIDA BENOMYL EN EL DESARROL.LO DE

Botrytis cinerea " in vitro".

Los estudios realizados con Botrytis cinerea nos indican una mayor ve-—

1ocidac‘i de érecimiento de los aislamientos no tratados con el fungicida
é‘on respecto a los tratados pues como se reponrta en la Tablé. 3 hacia los
cihco dias de incubacién los testigo-.é; alcanzaron el borde de la caja de
Fetri mien{:ras que los demés aislamientos lo hactan progresivamente
per*o.,‘ a los siete dfas no hubo diferencias de crecimiento a pesar de
utilizar dosis hasta de 4.000 ng/mi del producto incor*poré.do al medio

de cultivo.

l.a esporulacidén no se vié inhibida con ningura de las dosis empleadas,

presentandose buena germinacién en todos los casos.

La Figura 3 hos muestra una inhibicién del crecimiento micelial sola-
mente de 96 horas a la mayor dosis empleada. Hacia las 172 horas to-
dos los tratamientos han alcanzado el maximo de crecimiento permiti-

do en las cajas de ensayo.
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3 BIBLIOTECA AGRODECUARIA

) DE COLOMBIA
4,3 EFECTO DEL ANTIBIOTICO KASUGAMICINA EN EL. CONTROL

.DE Pyricularia oryzae " in vitro"
Y

Las pruebas realizadas con Pyricularia oryzae nos muestran segin la

Tabla 4 un crecimiento paulatinamente menor a medida que se incre—
menta la dosis del fungicida pero tampoco hubo inhibicidn total del cre;

cimiento a las mayores dosis utilizadas .

La produccién de conidias se ve disminuida a medida que se incremen-—
tz la dosis del antibiético sin lograrse tampoco inhibicién completa en

la esporulacidén a la mayor dosis .
En todos los tratamientos se presenté una germinacién eficiente.

De la Figura 4 se puede predecir una correlacién positiva entre el cre-

cimiento micelial vy la esporulacidén

4.4 COMPORTAMIENTC INHIBITORIC DE LOS FUNGICIDAS PROBA-

DOS.

De acuerdo a los datos presentados en la Tabla 5, el crecimiento mice-
lial no se ve inhibido a ninguna de las dosis empleadas de los fungicidas

Metalaxyl y Benomyl . Kasugamicina presenté un porcentaje de inhibi-
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cidn mayor a medida gue se incr-erhentd la dosis sin llegar a inhibirlo

por completo.

. Los_anaﬁsis realizados con Metalaxyl ‘revelan un porcentaje negativo

de inhibicién de la esporulacién, se ve que el fungicida favorece la es-
porulacién, Los otros dos quimicos probados presentan inhibicidén de la

esporulacién siendo menor este porcentaje en el caso de Botrytis .

Las primeras dosis de Metalaxyl no inhiben la germinacién en ninguna
de las localidades. Benomyl presenta un porcentaje de inhibicién muy
pobre a altas dosis y Kasugamicina logra un incremento en el porcenta—
je de inhibicién de la germinacidn a medida gue se incrementa la dosis

del producto,

4.5 ANALISIS ESTADISTICO,

Al realizar el andlisis de varianza se encontraron diferencias altamen—
te significativas entre los tratamientos entre st de los aislamientos pro-
venientes de Tibaitatd en todas las variables registradas a excepcidn de

la germinacién,

. Los aislamientos provenientes de "La Selva" revelan diferencias signi-

ficativas entre los tratamientos a nivel de longitud del tubo germinati-



38

vo y esporulacién (Tabla 6 ).

Es de anotar que el hongo crecié y se desarrollé bien en los diferentes

. tratamientos en ambas localidades,

La prueba de Duncan presentada en la Tabla 7 nos da datos mas preci-

sos sobre el comportamiento de Phytophthora infestans ante Metalaxyl .

Loé resultados obtenidos en la Tabla 8 nos indican -difer-encias attamen-
tg significativas en ia germinacién y longitud del tubo germinativo. I_c;s.
tratamiento's 1, 2 y 8 de la primera variable cifirieron ampliamente de

los tratamientos 4 v 5. La fongitud del tubo germinativo fué significati—

vamente diferente en los tratamientos 2, 3y 4,

En cuanto a la esporulacién podemos decir que el hongo se comportd

de manera significativamente diferente en los tratamientos 1 y 4

Aplicado el andlisis de varianza (Tabla 9) se observa que hay diferencias
altamente significativas en cuanto a la germinacién de las esporas de

Pyriculérié\ en los diferentes tratamientos, El test de Duncan nos reve-

la que el primer tratamiento es significativamente diferente de los tra-
tamientos 2 v 3 los cuales no revelan una diferencia significativa entre

ellos pero st con respecto a los tratamientos 4 y 5 semejantes entre st.
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TABLA 7, PRUEBA DE DUNCAN: METALAXYL. Vs, Phytophthora

Variable

Tratamiento

Promedio

Agrupacidn

Liberacidn de
ZOOSPOras

Motilidad

Germinacién

L_ongitud del tubo
germinativo

Esporulacién

AN OR-a@N RN OB D

= O w

18.97
18.38
16,586
16.27
14,79

53.66
53,51
48,91
42,52
37.03

31,67
28,83
28,39
26,10
24,20

OO0OPr>r OQ00>»>
m 0 ®

mm>»rr O00PPP

moow>»

Prorhedios con la misma letra no son significativamente diferentes . 4= 0,05
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En cuanto a la longitud del tubo germinativo la diferencia entre trata-
mientos es altamente significativa . Duncan indica que los tratamien-—
tos 3y 4 tuvieron comportamientos semejantes en cuanto a esta va-

riable,

La esporulacidn también presentd diferencias altamente signficativas
para todos los tratamientos observandose un comportamiento diferente

significativamente en cada uno de los tratamientos probados .

El digmetro de la colonia se comportd estadisticarmente de manera si-
milar tal como se observa en la Tabla 9 . En cuanto a esta variable
no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 3y

4'
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5. DISCUSION

Las pruebas "in vitﬁo” realizadas con Metalaxyl indican pérdida de efi—
cacia de este fungicida sistémico en el controi del hongo causante de la
gota de la papa, cor‘r‘oborandt‘a 10;3 datos obtenidos en los fr-abajos de

campo y experimentacién de laboratorio. r*ealilzados por Navarro, Puer-

ta y Pérez en el Centro Regional de Investigacién "La Selva" ICA 1881

'y los datos reportados por Davidse 1981 (8) los cuales acusan a la ine-

fectividad del fungicida, a pesar de haber sido usado en.las dosis e
intervalos recomendados, como causante de la erupcién de una epide-
mia de gota en Holanda en 1980 la cual di¢ cormo resultado pérdidas fi-

nancieras cénsiderables para muchos cultivadores de papa .

Cohén y Reuveni 1979 (6) examinando la actividad antifdngica del Meta-

laxyl sobre Phytophthora en tomate observaron que el porcentaje de
zoosporas liberadas de los eslporangios no fué afectado por dosis hasta
de 25 Mg;/ml, datqs que permiten predecir una pérdida inicial en el ma-
nejo del hongo por parte del fungicida pues en el presente trabajo se en-
contré liberacién de zoosporas de manera mds o menos normal (30 a

50%) hasta dosis de 4.000 M@/ml.

También Cohen y Reuveni 1979 (6) indican como Metalaxyl fué ligera-

mente téxico de esporangios y zoosporas de Phytophthora infestans




pero cuando se mezcld con indculo fungal no previno la penetracién en

el tejido de 1a hoja a pesar de ser aplicado a altas concentraciones.

En los atslamientos provenientes dé "La Selva" , Antioquia se observa
un r'ne;r"ca'do increménto en la produccidn de esporangios a medida que
se incrementa gr*aduaimente la dosis de Fungicida, lo cual nos permite
predecir pérdida en la eficiencia del fungicida en el manejo del honge

bajo condiciones de laboratorio.

Las consecuentes fallas en el control de la enfermedad "pueden ser de~
bi das tal como lo afirma Georgopoulus 1981 (13) a la existencia de ce-
pas resistentes adn antes de usar el fungicida en un drea , v que cepas
resistentes presentes en la poblacién del patéjeno pueden ser incremen—
tédas con el uso de tratamientos con lMetala.xyl.

Estas arnotaciones nos dan la pauta para alertar a los cultivadores de
papa para que hagan un uso racion-al de este f\,;hgicida sistémico en el

control de la gota de la papa.

Presly y Maude 1980 (27) reportan crecimiento normal de aislados de

Botrytis cinerea en agar que contenta 1.000 I\/\g /ml de Benomyl, en el

presente trabajo se registré crecimiento normal del hongo en aisla-
 mientos que coentubieron hasta 4.000 N@/ml del fungicida, por lo tanto

si siguiendo las recomendaciones del caso el control con Benomyl no



46

es efectivo debe considerarse el usoc de otros fungicidas apropiados tal

como lo recomienda la casa productora,

Los resultados obtenidos con este pmduc‘;:o Eefuer*_zan las observaciones
realizadas por Meyer 1980 (22) guien encontré fallas en el control de las
-. enfermedades causadas por B. cinerea en Bélgica. En nuestro caso, los
aislamientos testige mostraron el mismo rango de variacién en aparien-

cia cultural y formacién de conidios y esclerocios que los aistamientos

de’ prueba .

El comportamiehto de los aislamientos de Pyricularia oryzae Cav, fren—
te al fungicida Kasuéamicina fue clieter-minado sobre la base del creci- |
Vr'niento micelial, la formacién de esporas vy el porcentaje de germina—
cién de éstas,

Los resultados obtenidos estan plenaménte de aéuer*do con los resulta-
doé obtenidos agut en Colombia por Galvez ' Castafio (12 quiénes en

1974 ya reportan pérdidas de T.“‘a‘eﬁciencia de este quimico en el control

de la enfermedad,
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trol de su enfermedad especifica, por lo tanto se recomienda a los

cultivadores un uso racional de estos guimicos.

Se vé la necesidad inmediata de desarrollar estrategias de prueba
tendientes a conservar o mejorar la eficacia de los productos gqut-
micos en el control de las enfermedades que afectan tanto la cali-

dad como productividad de . nuestras cosechas.

Las pr';uebas de laboratoric contribuyen a la deteccién temprana
de estos problemas antes de gue se presenten en el campo y dan la
oportunidad de predecir candidatos exitosays en el control de enfer-

medades para evitar el desarrollo de epidemias futuras,



7. RESUMEN

El presente trabajo se ‘L‘levé a cabo en las instalaciones del laboratorio
- de Fitopatologta del Centro Regionai de Investigaciones "Tibaitata" del
Instituto Colombiano Agropecuario ICA; el objetivo fundamental fué ana-
lizar vy -determiﬁar la accién "in vitro" de tres fungicidas sistémicos es-
| pectficos en el control de hongos causantes de enfermedades importan-

tes en productos basicos de la economta nacional .

El incremento en el ndmero de productos fungitéxicos hace més eviden-
te la necesidad de métodos répidos, simples v/ precisos de evaluacidn
de la interaccién hongo-producto quimico vy héngo—pr*oducto gutmico-
hospeder;o; por esta razén las pruebas "in vitro" gque brindan una infor—
macién confiable respecto a la fungitoxicidad del producto quimico con—

tra patégenos espectficos se usaron como consideracién preliminar,

los resultados indican que el producto guimico Metalaxyl no estd ejer-
ciendo control en el desarrollo del hongo en los ensayos de laboratorio

realizados con cepas de Phytophthora infestans provenientes de "Tibai—

tata" y de "La Selva",

El hongo Botrytis cinerea crecidé Y esporulé bien en todos los tratamien—

tos llevados a cabo "in vitro' con el producto qutmico Benomyl,
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Las experiencias realizadas con el antibiético Kasugamicina nos revelan
pérdida de enficiencia de este producto en el control de la actividad fun-

gica de Pyricularia oryzae causante de grandes pérdidas en los culti-

vos de arroz,

Estas pruebas "in vitro" nos permiten identificar los productos mas pro-
misorios, en el control de las enfermedades, gque luego serdn probados
"in vivo™ en el campo con buenas perspectivas de éxito en la produccidn

de las cosechas,



Thié research was carried out in the laboratory of phytopathology of the
Centro Regional de Investigaciones "Tibaitata" of the Instituto Colombia—
no Agropecuario ICA, The main purpose of this work was to determine
and analyze the "in vitro" action of three specific systemic fungicides
for the control of important‘disease_s in 'ba-sic crops that are im_polr*tant

in the colombian economy.

- Quik, accurate and simple methods are needed to determine both the

interaction between the fungus and the chemical agent and fungus- che-

mical agent-host, since the number of anti-fungal substances available
is increasing rapidly. For this reason the "in vitro!" tests that show a
reliable data about the anti —fungal toxicity of the chemical agent were

used as preliminary consideration,

The resultsobtained indicate that the chemical "Metalaxyl! does not have

any action upon the fungus Phytophthora infestans. Some df the strains

came from the experimental station of "La Selva" and another ones came

from "Tibaitata".

The fungus Botrytis cinerea grew and produced spores in all the trials

carried out "in vitro" using the anti ~fungal Benomyl.
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The test carried out with the antibiotic Kasugamicina showed loss of

anti-fungal effectivity against Pyricularia oryzae which causes great

losses in the rice crop.
This "in vitro" test will allow the identification of the most effective

products which will be tryed them " in vivo!" in the field with promissing

- succes for the control of fungal diseases,

—
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