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RESUMEN

La antracnosis causada por Colletotrichum spp, es considerada la enfermedad
mas importante en cultivos de tomate de arbol (Solanum betaceum) causando
pérdidas hasta de un 100% de su produccion en Colombia. El uso intensivo de
fungicidas, ha incrementado su severidad induciendo procesos de seleccion de
cepas resistentes y patogénicas. En esta investigacion se evalu6 la
sensibilidad in vitro de 25 aislamientos monospdéricos de Colletotrichum spp del
departamento del Putumayo, a los fungicidas antracol, benomil y mertec,
basado en su efecto sobre la tasa de esporulacion, crecimiento micelial
utilizando el parametro AUDPC y porcentajes de inhibicion. A partir de estas
variables se establecieron las ECso.

Antracol inhibié el crecimiento del patégeno hasta en 40% con 0.1ug/ml y
alcanzé 100% de inhibiciébn en 10000 pg/ml, con benomil y mertec se logré
reduccion drastica del crecimiento desde 0.1 y 1pug/ml alcanzando porcentajes
de inhibicibn mayores al 50%, en 10 a 1000ug/ml presentaron porcentajes de
60 a 95% y hasta 96% en 10000ug/ml.

La tasa de esporulacibn no mostré diferencias significativas entre
concentraciones de mertec y benomil (P-valor > 0.05), de acuerdo al analisis
de PCA se presento menor inhibicién y tasa de esporulacion con antracol.
Respecto al ECso, N0 se encontrd diferencias entre municipios, presentandose
aislamientos con diferentes niveles de sensibilidad a los fungicidas. El
agrupamiento de acuerdo a los valores de ECsy muestra para antracol un
grupo medianamente resistente con valores > 10ug/ml, para benomil y mertec
todos los aislamientos fueron sensibles con valores menores a 0.01 pg/ml para
el 72 y 68% de los aislamientos respectivamente. Los resultados se asocian
con el inadecuado control de la enfermedad basado principalmente en el uso
de ditiocarbamatos, lo que ha llevado a la seleccion de cepas resistentes a
fungicidas como antracol, a diferencia de los bencimidazoles que resultaron
eficientes en el control del patégeno.

Palabras clave: Antracnosis, Colletotrichum, fungicidas, inhibicion, sensibilidad,
resistencia.



ABSTRACT

Anthracnose caused by Colletotrichum spp, is considered the most important
disease in tree tomato (Solanum betaceum) causing losses of up to 100% of its
production in Colombia. The intensive use of fungicides has increased its
severity by inducing selection processes of resistant pathogenic strains. In this
study the in vitro susceptibility of 25 monosporic isolates of Colletotrichum spp
from the department of Putumayo to Antracol, benomyl and mertec fungicides
was analyzed, based on its effect on the sporulation rate, mycelial growth using
the parameter AUDPC and percentage of inhibition.

From these variables, the ECsy were established. Antracol inhibited the growth
of the pathogen in 40% with 0.1ug/ml and reached 100% inhibition at 210000 mg
/ ml, benomyl and mertec achieved a dramatic reduction in growth from 0.1 to
1pg/ml with percentages of inhibition greater than 50 %. In 10 to 1000ug/mi
showed percentages of 60 to 95% and 96% in 10000ug/ml.

Sporulation rate did not differ significantly between mertec and benomyl
concentrations (P-value> 0.05). According to PCA analysis, less inhibition and
rate of sporulation with Antracol was presented.

With respect to ECsy, no differences were found between municipalities,
appearing isolates with different levels of sensitivity to fungicides. The grouping
according to the values of EC50 shows for Antracol a moderately resistant
group with values> 10ug/ml, for benomyl and mertec all isolates were sensitive
to values lower than 0.01 mg / ml with 72 and 68% of isolates respectively . The
results are associated with inadequate disease control based primarily on the
use of dithiocarbamates, which has led to the selection of strains resistant to
fungicides such as Antracol, unlike the benzimidazoles that were efficient in
controlling the pathogen.

Keywords: Anthracnose, Colletotrichum, fungicide, inhibition, sensitivity,
resistance.
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INTRODUCCION

En Colombia el tomate de arbol (Solanum betaceum) especie originaria de la
zona Andina, es uno de los productos promisorios exportables de primera
generacion catalogado como un cultivo de alta potencialidad en el pais.
Colombia fue el pais pionero en abrir mercados internacionales para esta fruta
en Europa y hasta la actualidad se ha mantenido como el principal proveedor
de la Comunidad Europea, presentando un incremento significativo durante los
ultimos afios como consecuencia de la demanda asociada al mejoramiento en
consumo y comercializacion en el mercado internacional. Actualmente, en el
pais estos cultivos cubren un area de siembra cercana a 6500 hectareas y
participa con el 26.25% del total de las exportaciones de Colombia de frutas
frescas no tradicionales, superado Unicamente por la uvilla que participa con el
34.64 % (Cadena, 2000). Los cultivos se encuentran en toda la zona Andina
de los departamentos de Narifio, Cauca, Quindio, Antioquia, Cundinamarca,
Boyaca, Tolima, Valle, Santander, Huila y en regiones como el Putumayo es
una actividad que representa uno de los sectores agricolas mas relevantes en
Su economia y estd concentrada principalmente en el Valle de Sibundoy,
donde este cultivo alcanzé un area cultivada de 60 hectareas (MADR, 2006).

La alta susceptibilidad de las solandceas a patégenos afecta de forma
significativa los cultivos de tomate de arbol. Uno de los problemas fitosanitarios
mas limitantes es la antracnosis, que genera pérdidas hasta de un 100%
(Bernal et al, 2003). Esta enfermedad causada por Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum acutatum afecta toda la planta y el dafio es
mas notorio en frutos, los cuales son afectados en cualquier estado de
desarrollo (Saldarriaga et al, 1997). Los principales factores que favorecen su
propagacion y dificultan el control son la altura y especialmente las
temperaturas entre 14 y 18°C, acompafadas de una alta humedad relativa
condiciones caracteristicas de las zonas productoras de tomate de arbol.

La solucidon a esta problemética se ha basado principalmente en el control
quimico a través de la aplicacion intensiva de un amplio rango de fungicidas
del grupo de las fenilaminas, carboxilamidas, bencimidazoles y ditiocarbamatos
(Waller, 1992), sin tener un modelo anticipado de las caracteristicas de los
productos y las concentraciones recomendadas (utilizando sobredosis o
subdosis). Esta situacion conlleva a problemas de tolerancia a fungicidas cada
vez mas frecuentes por la inadecuada aplicacion de estos compuestos que
conduce al incremento en la severidad de la enfermedad (Wharton 2004), al
inducir un proceso de seleccion hacia cepas mas resistentes y patogénicas por
cambios genéticos que impiden a los fungicidas actuar en los sitios especificos
de union. Esto incrementa los casos de multiple patogenicidad y de especies
capaces de actuar sobre diversos hospederos dando lugar a dafos
ambientales por el alto riesgo de contaminacién asociado a la presencia de
residuos de fungicidas en el suelo y cuerpos de agua (Peres et al, 2004 y

Lobo, 2006).
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Fungicidas del grupo de los bencimidazoles han sido estudiados y usados en
agricultura por aproximadamente 30 afios y se han reportado humerosos casos
de resistencia (Peres et al, 2004). Los ensayos de sensibilidad son utilizados
para estimar un potencial de control quimico sobre las poblaciones de
Colletotrichum y mediante ellos se han indicado que este patdgeno posee una
capacidad extraordinaria de adadaptacion y variacion (Freeman et al, 1996 —
1998 y Alahakoon et al, 1992). Spalding en 1982, reporta un incremento
marcado en el niumero de aislamientos resistentes a benomil en cultivos de
mango dese 1976 y en Colombia en 1981 Goméz reporta este comportamiento
en cultivos de tomate de arbol. Gutiérrez et al en el 2003 asocian la resistencia
encontrada en cepas obtenidas de mango en México al control inadecuado
basado principalmente en el uso de productos pertenecientes a este grupo
quimico. Segun la lista de FRAC 2005 y 2010 Colletotrichum spp no presenta
resistencia a compuestos del grupo ditiocarbamatos, sin embargo Arias et al,
en el 2007, al estudiar el control de la antracnosis del mango con antracol 70
PM, curacab 50PM, captan 50PM, benlate, funcloraz 40 CE y amistar reportan
que la infeccidon fue mayor en los tratamientos donde Unicamente se aplico
antracol.

De acuerdo a lo anterior, es necesario realizar estudios para determinar el
efecto de los fungicidas sobre el agente causal de la antracnosis Colletotrichum
spp lo que dara lugar a un manejo adecuado de la enfermedad y ademas
permitird mantener el equilibrio entre el sistema de produccion y el ambiente.
Por lo cual el objetivo de esta investigacion es evaluar la sensibilidad in vitro,
de Colletotrichum spp a diferentes concentraciones de los fungicidas antracol,
benomil y mertec, mediante la determinacion del efecto en cada uno de ellos
sobre las tasas de crecimiento y esporulacion, el establecimiento de la dosis
media efectiva y la determinacion de la linea base de los fungicidas, que
conduciria a un mejor control de la enfermedad en el campo.

Para el desarrollo de esta investigacion se planteo la siguiente pregunta de
investigacion:

Cual es el grado de sensibilidad que presentan las poblaciones de

Colletotrichum Spp. aisladas de Solanum betaceum, frente a diferentes
concentraciones de los fungicidas antracol, benomil y mertec?

14



1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la sensibilidad in vitro de las poblaciones de Colletotrichum spp
aisladas de Solanum betaceum del Valle de Sibundoy, a diferentes
concentraciones de los fungicidas antracol, benomil y mertec.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto in vitro de los fungicidas antracol, benomil y mertec,
sobre la tasa de crecimiento micelial y de esporulacién, de los aislamientos
del patogeno Colletotrichum spp obtenidos de Solanum betaceum.

« Establecer las dosis media efectiva (EC50) de los fungicidas analizados para
cada aislamiento de colletotrichum spp obtenido de Solanum betaceum en el
departamento de Putumayo.

» Aportar al establecimiento de una linea base de los fungicidas antracol,
benomil y mertec, para el control de las poblaciones del patdégeno
Colletotrichum spp aisladas de Solanum betaceum en el departamento de
Putumayo.

15



2. MARCO TEORICO
2.1 TOMATE DE ARBOL (Solanum betaceum)

2.1.1 Generalidades. La familia Solanaceae a la cual pertenece el tomate de
arbol, es reconocida mundialmente por su importancia en términos de
vegetales cultivables y el amplio rango de utilidad agrondmica de sus especies
(Carrefio, et al 2007). Es una fruta exdtica originaria de la vertiente oriental de
los Andes, especificamente Peru, Ecuador y Colombia, es un fruto tropical que
se encuentra dentro del grupo de alimentos que por su valor nutricional y
comercial son apetecidos en el mercado nacional e internacional. El fruto es
una excelente fuente de vitaminas A, B6, C y, E, y minerales como el hierro
ademas tiene un contenido bajo en carbohidratos y menos de 40 calorias por
cada 100 g. Las variedades o cultivares se reconocen por el color, y se
escogen segun la forma de consumo de la fruta (MAG/IICA, 2001).

2.1.2 Situacion nacional del producto. El tomate de arbol es un frutal con alto
potencial como alternativa productiva para los agricultores de las areas de
ladera de la zona andina, presentando amplia aceptacion y potencialidad para
procesamiento. Ademas, este frutal brinda una opcién de reemplazo de
cultivos ilicitos. Como pais tropical, Colombia puede garantizar la produccion
permanente de muchas especies de esta familia, como una alternativa
promisoria de cultivos con mejores posibilidades de competencia en escenarios
de mercados globalizados, debido a que cuenta con una disponibilidad de
tobmate de arbol a lo largo del afo. Los precios han evolucionado
favorablemente siendo un producto muy difundido en el pais y con un sin
namero de usos para su aprovechamiento.

Colombia presentd un area cultivada aproximadamente de 6.500 Ha, con una
produccion correspondiente a 120.000 ton/afio (MADR, 2006) y fue el pais
pionero en abrir mercados internacionales para esta fruta en Europa. El
Ecuador inici6 sus exportaciones a finales de la década de los 80’s, sin
embargo aun no se ha consolidado un mercado creciente. El tomate de arbol
en fresco e industrializado, ha repercutido favorablemente en los mercados
internacionales. Las exportaciones de este producto en 2003 fueron de 570
toneladas por valor de US$ 1.014.028, el precio unitario aumenté un 36% en
promedio para el afio 2005 en el cual se exportaron 471 toneladas de producto
fresco por un valor de US$ 1.139.236. Los principales destinos fueron paises
Bajos (25,7%), Espafa (18,0%), Suecia (12,3%), Alemania (12,1%) y Francia
(9,9%). En el 2007 el 77% de las exportaciones, correspondieron a uchuva,
granadilla y tomate de arbol con US$ 1,4 millones y los destinos fueron paises
Bajos (33%), Alemania (26%) y Bélgica (20%) (Proexport, 2005), para el 2006
el tomate de arbol participd con el 26.25% del total de exportaciones de frutas
frescas no tradicionales (MADR, 2006).

Sin embargo, la alta susceptibilidad a patégenos en las solanaceas afecta de
forma significativa los cultivos. Las investigaciones sefialan que la antracnosis
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causada por el hongo Colletotrichum spp genera pérdidas hasta de un 100%
(Bernal et al, 2003).

2.2 ANTRACNOSIS DEL TOMATE DE ARBOL

Constituye la enfermedad mas importante debido a su amplia distribucion y a la
magnitud de las pérdidas que ocasiona (Bernal et al, 2003), es producida por
el hongo Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum acutatum que puede
ser transportado de planta a planta y de cultivo a cultivo, por el viento, lluvia,
insectos o el mismo agricultor.

El patdégeno infecta hojas, ramas, flores y frutos. Genera la aparicion de
lesiones oscuras, hundidas y bien delimitadas por una o mas aureolas
concéntricas que posteriormente secan las zonas afectadas, dejandolas con la
apariencia de quemazon. También pueden aparecer, a lo largo de las venas de
las hojas, manchas irregulares de color marrén claro correspondientes a tejido
muerto (Botero et al, 1999).

2.3 Colletotrichum

Es uno de los géneros de hongos Ascomicete mas grande y contiene especies
fitopatdgenas altamente exitosas por la prevalencia y el dafio que causan a los
cultivos en las regiones tropicales, subtropicales y templadas (Bailey y Jeger,
1992). En consecuencia se han realizado estudios sobre diversos aspectos de
su biologia, mecanismos de infeccion, interaccion hongo - hospedero,
diversidad genética y epidemiologia. Especies de este género se han utilizado
como modelo para estudiar estrategias de infeccion e interaccion (Perfect et al,
1999), bases genéticas del estilo de vida saprofito (Rodriguez et al, 2000) y el
desarrollo de la infeccion (Fitzell et al, 1984).

2.3.1 Taxonomia
Segun Agrios, 2005 la clasificacién es la siguiente:

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes filamentosos

Género: Colletotrichum

Especie: Colletotrichum gloesporioides
Colletotrichum acutatum

La taxonomia del género Colletotrichum es aun confusa, con mas de 900
especies descritas o0 asignadas, segun sus caracteristicas morfologicas,
culturales, conidiales, presencia de setas y forma de los apresorios. La alta
plasticidad de estos hongos, dificultan la identificacion de especies en los
aislados cultivados. Existen casos de multiple patogenicidad y también se ha
reportado que una especie puede actuar sobre diversos hospederos. Este
problema es evidente en el caso de Colletotrichum acutatum y C.
gloeosporioides frecuentemente asociados a la antracnosis capaces de infectar
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una amplia variedad de especies frutales. Estas especies son
morfolégicamente muy similares y presentan coincidencias en el rango de
hospederos que dificultan su separacion por métodos taxonomicos
tradicionales basados en caracteristicas como la morfologia de los cultivos (C.
gloeosporioides presenta colonias usualmente con apariencia gris, mientras
que C. acutatum tienen un fenotipo rosa o anaranjado (Zulfigar et al, 1999;
Martin y Garcia, 1999), forma y tamafio de las conidias (con terminacion
circular son para C.gloesporioides y con terminacibn en punta como
C.acutatum) y especificidad de hospederos (Smith y Black, 1990; Sutton, 1992;
Forster y Adaskaveg, 1999). Otros caracteres que han sido utilizados para
separar los aislados de estas dos especies son la tasas de crecimiento (lento,
en C. acutatum y rapido en C. gloeosporioides), temperatura de crecimiento
optimo (25 °C en C. acutatum y. 30 °C en C. gloeosporioides) y la sensibilidad
a benomil (Wharton, 2004).

2.3.2 Etiologia. En todos los hospederos el hongo se reproduce profusamente
y forma masas rosadas en acérvulo, por debajo de la cuticula de la planta, la
cual se rompe al ejercer cierta presion hacia la parte superior de la masa de
conidiéforos. Los conidios se mantienen unidos en una masa viscosa que en
condiciones secas es dura y firme que se diseminan sélo cuando los acérvulos
se encuentran humedos, y transportados por el viento, la lluvia o al entrar en
contacto con insectos, otros animales, herramientas, etc. Los conidios
germinan en presencia de agua y producen un apresorio que se adhieren a la
superficie por medio de un mucilago, posteriormente se forma la hifa de
penetracion que se introduce en los tejidos de hospedero. La melanizacion del
apresorio es considerada un pre-requisito de la patogénesis (L6pez, 2001), lo
cual puede ser explicado por qué la melanina favorece la rigidez estructural
para dirigir la presién hidrostatica a través del poro de penetracion.

La interaccion del patégeno con su planta hospedera se caracteriza por una
corta fase biotrofica que inicia cuando el organismo entra en contacto directo
con la superficie celular y se da la penetracion inicial de las células
epidermales; seguida por la formacion de una vesicula de infeccion larga y
esférica y una o mas hifas primarias intracelulares que crecen a parir de esta y
continlan colonizando muchas células hospederas (Bailey et al, 1996;
O’Connell et al, 1985, Hamada, 2005). Posteriormente se da una fase
necrotica destructiva al desarrollar las hifas secundarias que se ramifican a
través del hospedero inter e intracelularmente (O’Connell et al, 1985; Wharton
et al, 2001). A medida que avanza la infeccion las células del hospedero
mueren rapidamente (Figura 1) (Wijesundera et al, 1984).
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Figura 1. Proceso de infeccién por Colletotrichum spp

Estados iniciales del desarrollo de
Colletotrichum durante el proceso de
infeccion:

1. Deposicion de la conidia en la superficie
de la planta

2. Ataque de la conidia a estas superficies

3. Germinacion de la conidia

4. Produccion de apresorios

5. Penetracion de la epidermis de la planta
6. Crecimiento y colonizacion de tejidos de
plantas

7. Produccioén de acérvulo y esporulacion
(Jeffries et al, 1990; Prusky et al., 2000)

(C) Conidia, (A) Apresorio, (PP) poro y tubo, (Cu) Cdticula, (PH) Hifa primaria, Epidermis (E),
Células del Mesofilo (M), Fase necrética (N) Bailey & al. (1992) and O’Connell & al. (2000).

2.3.3 Epidemiologia. Los sintomas de la infeccion son mas evidentes en frutos
en cualquier estado de desarrollo, manifestandose con mayor frecuencia en el
apice o en los puntos en que varios frutos de un mismo racimo quedan en
contacto por acumulacion de agua. El proceso infectivo que desarrolla el
patdgeno es favorecido por elevadas precipitaciones y alta humedad
ambiental.

Las conidias con ayuda del mucilago hidrofilico en el que se forman son
arrastradas desde las partes vegetativas hasta los 6rganos florales y frutos
(Estrada, 1993) y son el tipo de inoculo mas importante de este patdgeno
(Fitzell et al, 1984). El dafio consiste en manchas ligeramente hundidas de
color negro que pueden llegar a cubrir todo el fruto. Bajo condiciones
favorables aparecen las masas de conidias en la superficie de la lesion.
Cuando el ataque ocurre sobre frutos pequefios, estos se secan. Si se
presenta en frutos ya formados pero todavia verdes, aparece una coloracion
amarillenta de maduracion prematura con exhibicién posterior de las manchas
negras en el exterior, en caso de afectar frutos proximos a recoleccion, las
manchas son pequefias 0 aun inexistentes, pero el dafio se manifiesta durante
el transporte o el almacenamiento (Girard y Lobo, 1977)

En los frutos maduros los sintomas son facilmente distinguibles, apreciandose
manchas de color marrén oscuro, hundidas en la superficie y acompafadas de
cierta emision de gomas, finalmente estos érganos se pudren totalmente y se
desprenden del arbol con facilidad (Botero, 1999).

2.4 Control quimico. Por mas de 200 afios los fungicidas se han utilizado para
el control de enfermedades causadas por hongos en las plantas. Este método
ha incrementado su eficiencia a través del tiempo debido a la introduccion de
nuevas moléculas con diferentes mecanismos de accion (Brent y Derek, 2007),
aunque los ensayos de campo son el método mas usual de evaluacion, los
meétodos de laboratorio 0 microensayos son de gran utilidad debido a que éstos
presentan la facilidad de obtener informacién rapida sobre un producto quimico
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respecto al punto de accion sobre un patégeno determinado, a las dosis letales
que se deben emplear y a su eficiencia (Pefia y Ortiz, 1996).

Los métodos para determinar la accion de fungicidas se clasifican en tres tipos:
a) las esporas son suspendidas en las soluciones del producto quimico, con el
objeto de observar la presencia o ausencia de crecimiento o germinacion. b) El
fungicida es incorporado a un medio artificial de cultivo sobre el cual se inocula
esporas 0 micelio del hongo, observando posteriormente su crecimiento. c)
suspensiones de esporas son expuestas a las soluciones fungicas sobre
portaobjetos colocados en camaras humedas, para luego registrar el
porcentaje de germinacion. Para la evaluacion del efecto del fungicida se utiliza
la medicion del didmetro de las colonias del hongo y la estimacién del
porcentaje de germinacién (Pefia y Ortiz, 1996).

Generalmente las enfermedades de Colletotrichum pueden ser controladas por
un amplio rango del grupo de las fenilaminas, carboxilamidas, bencimidazoles
y dicarboximidas (Waller, 1992), sin embargo, la inadecuada aplicacion de
fungicidas puede conducir al incremento de la gravedad de la enfermedad
debido a la alteracion del mecanismo de biocontrol natural (Griffiths, 1981).

2.4.1Fungicidas preventivos. Son productos que establecen una barrera entre
el hospedero y el hongo, es decir se aplican en la semilla o en planta sanas,
cuando las condiciones ambientales son favorables para la diseminacion y el
patdbgeno se encuentra en sus primeras fases de desarrollo. Estos productos
generalmente tienen amplio espectro de accidén o sea que actuan sobre varios
mecanismos fisiolégicos del patdgeno.

Dentro de este grupo se encuentra antracol (propineb) perteneciente al grupo
de los ditiocarbamatos. Es un fungicida de accion persistente con actividad
multisitio sobre el metabolismo celular de los hongos patégenos, altera la
respiracion celular y la funcion de la membrana citoplasmatica, la biosintesis
proteica y actla sobre las enzimas sulfhidrilicas del hongo, impidiendo el
desarrollo de la enfermedad (Safiudo et al, 2001).

2.4.2 Fungicidas Sistémicos. Son productos que se aplican a la semilla o a la
planta'y son traslocados inhibiendo el desarrollo de los hongos por interferir un
mecanismo fisiolégico, ejerciendo una accion preventiva y en algunos casos
curativa al controlar la infeccion primaria.

Los bencimidazoles se caracterizan por su accion inmediata al ser captados a
través de raices y hojas por lo cual son poco influenciados por la lluvia,
producen accion sistémica en la planta y pueden matar al patégeno en su
periodo de formaciéon o controlarlo después de la infeccion. Pueden ser
clasificados como estables cuando el ingrediente activo actia contra el hongo
susceptible sin sufrir ninguna transformacion en su estructura o transformativos
donde el ingrediente activo sufre algun tipo de alteracion antes de ejercer su
accion fungitéxica a nivel celular.
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En esta investigacion se probd la accion de dos fungicidas de este grupo
quimico:

-Mertec (tiabendazol): se clasifica dentro de los fungicidas estables e impide la
formacion del huso acromético, en consecuencia inhibe el desarrollo del tubo
germinativo, el crecimiento del micelio y la formacion de apresorios. Sin
embargo, no inhibe la germinacion de esporas.

-Benomil (benlate), se clasifica en los dos grupos, dada su capacidad de
actuar como benomil y posteriormente transformase en Carbendazim
prolongando los periodos de control y efectividad. Este fungicida también
inhibe el proceso de polimerizacion de las tubulinas. Una porcion de benomil
puede penetrar la cuticula de los tejidos de la planta y moverse hasta los sitios
donde se encuentra la infecciébn deteniendo su proceso como un efecto
curativo postinfeccion.

2.4.3 Antecedentes. Durante el desarrollo de las investigaciones se ha
observado que el uso intensivo de un gran numero de productos quimicos
como las fenilaminas, carboxilamidas, bencimidazoles, ditiocarbamatos e
inhibidores de la biosintesis del esterol, han generado en muchos hongos
resistencia a los fungicidas.

En los ensayos in vitro efectuados por Guzman en 1981 en Colombia, donde
se evaluaron distintos fungicidas para el control de la antracnosis del tomate de
arbol se determiné que la inhibicion de Colletotrichum spp esta determinada
tanto por la dosis utilizada de fungicida, como por su mecanismo de accion.
Los ensayos realizados con bencimidazoles no mostraron efecto fungitoxico
sobre C.gloesporioides, aun en concentraciones altas donde la esporulaciéon
fue normal.

Spalding en 1982, reportd que Colletotrichum gloeosporioides posee una
capacidad extraordinaria de adaptacion y variacion y plantea un incremento
marcado a partir de 1976 a 1980 en el numero de aislamientos resistentes a
benomil en cultivos de mango en Florida (E.EU.U), teniendo en cuenta que
crecieron incluso en medios de cultivo suplementados con 100ug/ml de
ingrediente activo.

La mayoria de analisis de resistencia se han realizado con fungicidas del grupo
de los bencimidazoles. Peres et al, en un estudio realizado en el afio 2002,
plantean que el benomil reduce el crecimiento en un 50% en la concentracion
de 0.1 yg/ml y no previene la germinacion de las conidias utilizando 100 pg/ml,
pero reduce el alargamiento del tubo germinativo en concentraciones de 10 y
100 pg/ml.

Gutiérrez et al, en el 2003, evaluaron en México la resistencia a tiabendazol y
benomil en aislamientos de C.gloesporioides obtenidos de mango, probando
ocho concentraciones para evaluar la tasa de crecimiento (TCM) y la
concentracion letal media (CL50); encontrando que la mayoria de los
aislamientos presentaron una TCM < 0.5 mm/dia en 50 pg/ml para ambos
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fungicidas y los que presentaron una CL50 > 20ppm en benomil y tiabendazol
se consideraron resistentes.

Ensayos con aislamientos de C. acutatum y C. gloeosporioides obtenidos en
Florida por Peres et al en el 2004, confirman que el mecanismo de accién del
benomil es especifico para la inhibicion del ensamblaje de microtdbulos al
unirse a la subunidad heterodimérica de la molécula de tubulina. Sin embargo,
la eficiencia del fungicida vari0 entre especies siendo moderadamente
resistentes los aislamientos de C. acutatum con inhibiciones del 80% en la
concentracion de 1.0 pg/ml donde se redujo completamente el crecimiento de
C. gloeosporioides. No obstante Rondon et al, en el 2006, en aislamientos de
C.gloesporioides obtenidos de cultivos de mango en Venezuela encontraron
que este producto mostré ser efectivo en concentraciones de 10 y 100 ppm al
inhibir el crecimiento del hongo en méas del 90%.

Estudios realizados en Israel por Maymon et al en el 2006, permitieron
confirmar que los aislamientos fueron sensibles a benomil en concentraciones
de 1 y 10 ug/ml y se reporta que la resistencia se genera después de varias
aplicaciones asociada con mutaciones puntuales los genes de (- tubulina que
cambia la secuencia del aminoacido en el sitio de unién del bencimidazol. Las
secuencias analizadas del gen B-tubulina de hongos resistentes al benomil
revelan que la resistencia casi siempre se debe a una mutacion de un
nucledtido que resulta del cambio de un aminoacido en el codon 198 o 200. La
sustitucion del aminoacido en estas dos posiciones resulta en diferentes
fenotipos resistentes.

Brent y Hollomon en el 2007, reportaron que los bencimidazoles presentan un
alto riesgo de induccion de resistencia por mutaciones debido su Unico
mecanismo de accién a diferencia de los ditiocarbamatos. Sin embargo, Arias
et al en el 2007, evaluaron el control quimico de la antracnosis en campo
utilizando los fungicidas antracol 70 PM, curacab 50, captan 50PM, benlate,
funcloraz 40 CE y amistar Xtra. Se reporté que la infeccion fue mayor en los
tratamientos testigo y donde solo se aplicé antracol. Las aplicaciones de
benlate y curacarb, inhibieron el crecimiento de C. gloesporioides aislado de
mango en Venezuela, cuando se emplearon en la dosis comercial y mayores a
esta. Los experimentos en campo muestran la reduccion significativa en el
namero de conidias detectadas en la copa de arboles tratados, lo cual fue
asociado con una reduccion significativa del desarrollo de la antracnosis en
frutos en postcosecha.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 AREA DE ESTUDIO

La evaluacion de la sensibilidad a fungicidas en aislamientos de Colletotrichum
spp, se realiz6 con muestras procedentes de cuatro municipios del Valle de
sibundoy: Santiago, Col6n, Sibundoy y San Francisco (Fig 2). Los cuales
hacen parte de la regidon andino amazonica al Occidente del departamento del
Putumayo. Corresponden a una region montafiosa en la que sobresalen los
cerros Patascoy y Putumayo con alturas que sobrepasan los 3.500 m y en la
que se encuentran climas célido, medio, frio y paramo. La temperatura media
anual es de 16.3 °C (maxima 21.7 Ty minima 10.3 °C), precipitacion anual es
de 1.400 mm y humedad relativa del 85%. Presenta una altitud que varia entre
los 2.000 y 3.700 m.s.n.m vy brillo solar entre 500 y 700 h/afio, con un valor
anual de 669.9 h/afo; el periodo de mayor expresion se presenta en el mes de
enero 81.52 h/afo coincidiendo con la época de verano o de pocas lluvias y el
menor registro en el mes de abril con 35.01 h/mes época de intensas lluvias
(Opcion Putumayo, 2007).

Figura 2: Zonas de muestreo de Solanum betaceum en el departamento de
Putumayo. Fuente: mapa modificado de http://www.colombiassh.org/site/
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3.2 FASE DE LABORATORIO

Las pruebas de sensibilidad se realizaron con 25 aislamientos monosporicos
de Colletotrichum spp obtenidos de Solanum betaceum en el departamento de
Putumayo que hacen parte del cepario del grupo de investigaciéon Genética de
Patosistemas (Genpat) de la Universidad de Narifio. En la tabla 1 se muestra la
codificacion y procedencia de los aislamientos.

Tabla 1. Aislamientos monosporicos y municipio de procedencia

Caédigo Municipio
P8004
P8026
P8047 SANTIAGO
P8088
P8094
P8020
P8022
P8072 COLON
P8076
P8083
P8098
P8109
P8151 SAN FRANCISCO
P9168
P9112
P9117
P9133
P9146
P9151
PO175 SIBUNDOY
P9184
P9187
P9190
P9192

3.2.1 Determinacion del efecto in vitro de los fungicidas sobre la tasa de
crecimiento micelial de Colletotrichum spp. Para la determinacién del efecto de
los fungicidas sobre el patdgeno, se utilizaron los productos comerciales
antracol (propineb), benomil (benlate) y mertec (tiabendazol), los cuales fueron
disueltos en agua destilada estéril para generar una solucidon stock para
preparar las concentraciones de 0.1, 1, 10, 100, 1000 y 10000 pg/ ml que
fueron adicionadas al medio de cultivo (agar PDA estéril) (Tabla 2).

El inoculo de 5mm de diametro se tomé de la zona de crecimiento activo de
cultivos de 10 dias y fue ubicado en el centro de cada caja Petri con agar PDA
previamente suplementada con el fungicida. Una vez efectuada la inoculacion,
las cajas petri se sellaron herméticamente y se incubaron a 24°C por 7 dias
durante los cuales se registr6 fotograficamente el crecimiento micelial
(LaMondia et al, 1997 y Deahl et al, 1990) para calcular su area con el
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programa tpsDig 2.14 (Copyright Rolhf, 2009) y el parametro AUDPC (area
bajo la curva de progreso de la enfermedad).

Con los resultados de crecimiento final se calculé el porcentaje de inhibicion
mediante la férmula (Kumar et at, 2007):

C I: porcentaje de Inhibicién
= ; X 100 C:crecimiento diametral del control (sz)

C T:crecimiento diametral (cm®) en los
tratamientos

Tabla 2. Especificaciones de los fungicidas utilizados, formulacion, porcentaje
de ingrediente activo, actividad y concentraciones (Bayer CropScience, 2006 —
DUPONT, 2007)

Fungicida Nombre quimico LA Actividad Concentracion (ug/ml)
(%)
Antracol PM | bisditiocarbamato de zinc 70 Preventiva | 0.1, 1, 10, 100, 1000
Benomil PM | Metil-1-(butilcarbamoil)-2- 50 Sistémica 0.1, 1, 10, 100, 1000
bencimidazol-carbamato y
preventiva
Mertec SC 2-(tiazol-4-il) benzimidazol | 60 0.1, 1, 10, 100, 1000

Se realizaron 3 ensayos por cada fungicida en 3 tiempos y en cada uno de
ellos se evaluaron 2 réplicas por cada aislamiento en cada una de las
concentraciones de fungicidas y un testigo por cada aislamiento (cajas Petri
con agar PDA sin fungicidas) (Tabla 3).

Tabla 3. Disefio metodoldgico de los ensayos

CONDICIONES DEL ENSAYO
Fungicidas Antracol, Benomil, Mertec
Concentraciones 0,01,1,10,100,1000,1000
N°de asilamientos a evaluar 25
Testigos 25*
Repeticiones por ai_s!amiento y 2
concentracion
Repeticiones por fungicida 3
Duracion de evaluacion 7 dias
*Los testigos absolutos (con crecimiento en medio PDA sin fungicidas),
son evaluados para cada aislamiento por duplicado.

Para
determinar si existen diferencias significativas en los porcentajes de inhibicién
entre aislamientos se realizO una tabla de contingencia con el programa
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Microsoft Office Excel 2007 y se aplicé la prueba U de Mann- Whitney para
comparar entre concentraciones.

3.2.2 Determinacion del efecto in vitro de los fungicidas sobre la tasa de
esporulacion de Colletotrichum spp. Al octavo dia se tomé el micelio formado
en cada caja Petri y se depositd en un volumen de 1.5ml agua estéril para
separar las conidias, se sometié a vortex por 30 segundos y se tomaron 100
microlitros de esta solucién para realizar el conteo de conidias en camara de
Neubauer.

La tasa de esporulacion se expresdé como numero de conidias sobre area de
crecimiento final para cada uno de los aislamientos por tratamiento. Se aplicé
la prueba de Chi’ a partir de las tablas de contingencia calculadas para cada
concentracion y se utilizé la prueba U de Mann- Whitney para comparar entre
concentraciones.

Finalmente se aplic6 a las variables un analisis de componentes principales
(PCA) utilizando el programa estadistico NTSYSpc 2.1

3.2.3 Establecimiento de la dosis media efectiva (ECsp) de los fungicidas para
cada aislamiento. Se realiz6 un analisis Probit para encontrar la ECsg
(concentracion que reduce el crecimiento radial en un 50% respecto al control)
con los valores de inhibicién y concentracién obtenidos para cada uno de los
aislados basado en un analisis de regresion lineal (LaMondia et al, 1997 y
Deahl et al, 1990).

Con los resultados de ECsg se realizé un cluster para cada fungicida, mediante
el algoritmo Euclidiano en el programa PAST version 2.02 (Copyright Hammer
y Harper, 1999-2010)

De acuerdo a la clasificacion de sensibilidad establecida por Chung et al en el
2010 para Colletotrichum (Tabla 4), se verificd los agrupamientos obtenidos en
los cluster para cada fungicida.

Tabla 4. Clasificacion de sensibilidad por ECsg

ECs Respuesta al fungicida
>500pg/ml HR
100-500ug/ml R
10-100pg/ml MR
<10pg/ml S

*S= sensible; MR=medianamente resistente; R=resistente; HR= altamente resistente

Para el analisis de la variabilidad poblacional se elaboro un cladograma
integrando los resultados de ECsp obtenidos para los tres fungicidas evaluados
mediante el método UPGMA utilizando el programa NTSYSpc 2.1.
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3.2.4 Determinacion de una la linea base de fungicidas para el control de las
poblaciones Colletotrichum spp. A partir de los valores de ECso y su relacion
con la tasa de crecimiento y esporulacion, se plantean las concentraciones
efectivas para el control del patégeno.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se evaludé la sensibilidad in vitro de 25 aislamientos
monospodricos de Colletotrichum spp obtenidos de Solanum betaceum
procedentes de cuatro municipios del departamento de Putumayo (Santiago,
Colon, Sibundoy y San Francisco) a los fungicidas antracol, benomil y mertec.

Los resultados obtenidos, permitieron determinar que existe variacion en el
comportamiento del patégeno para cada una de las concentraciones de los
fungicidas, presentandose para la mayoria de los tratamientos una relacion
inversa entre la concentracion y area de crecimiento. Las mediciones diarias de
diametro de los aislamientos, permitieron establecer la tasa de crecimiento de
cada uno y su respuesta a las diferentes concentraciones bajo el parametro
AUDPC.

4.1 ANTRACOL (propineb 70 PM)

Antracol es un fungicida perteneciente al grupo de los ditiocarbamatos,
recomendado como eficiente para el control de Colletotrichum spp por su
accion multisitio (Arias y Carrizales, 2007); se encontr6 que existe una
respuesta diferencial de los aislamientos en su tasa de crecimiento micelial, lo
cual se puede observar en la figura 3:

Figura 3: Analisis de AUDPC para los 25 aislamientos evaluados con el
fungicida antracol
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Teniendo en cuenta los resultados del analisis de crecimiento (Figura 3) los
aislamientos de Colletotrichum spp manifiestan diferentes niveles de
sensibilidad al fungicida antracol. En las concentraciones de 0.1 y 1ug/ml se
alcanzaron porcentajes inferiores al 30% de reduccién del crecimiento respecto
al testigo. A partir de la concentracion de 10ug/ml, se presenta una reduccion
mayor al 75% del crecimiento para el 24% de los aislamientos (P8072, P8088,
P8094, P9133, P9168 y P9192), siendo considerablemente menor para el resto
de ellos. Entre las concentraciones de 100 y 1000ug/ml se alcanzan los valores
mas altos de reduccion del crecimiento (hasta del 69% y 85%
respectivamente), manteniéndose tasas relativamente constantes entre
aislamientos. Unicamente no se presentd crecimiento en la concentracion de
10000ug/ml donde incluso se observd que esta concentracién fue letal el
inoculo.

La variabilidad genética de las poblaciones de Colletotrichum se evidencia en
el comportamiento en el comportamiento diferencial con respecto a las
concentraciones del fungicida encontrando aislamientos capaces de crecer en
concentraciones altas.

Los valores de crecimiento al séptimo dia permitieron establecer el porcentaje
de inhibicibn para cada concentracion y considerando que no se encontrd
homogeneidad de varianza en los resultados se utilizd la prueba de Chi?
obtenida a partir de las tablas de contingencia, encontrando que no existen
diferencias significativas entre los aislamientos (p-valor = 36.42, con 24 grados
de libertad) como se muestra en el Anexo A. La prueba de U de Mann-Whitney
(Anexo B) determiné que existen diferencias significativas entre todas las
concentraciones (p-valor 0.05). En la figura 4 se representa el efecto de cada
concentracion sobre la inhibicién.
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Figura 4. Porcentajes de Inhibicion de los 25 aislamientos obtenidos en cada
concentracion de antracol
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*Rotulos:1(P8004);2(P8020);3(P8022);4(P8026);5(P8047);6(P8050); 7(P8072);8(P8076):9(P8078); 10(P8083); 11(P8088
);12(P8094):13(P8098);14(P8109);15(P9112);16(P9117);17(P9133);18(P9146);19(P9151);20(P9168);21(P9175);22(P9
184);23(P9187);24(P9190);25(P9192)

Los aislamientos mostraron diferentes respuestas de inhibicion en las
concentraciones evaluadas (Figura 4). En 0.1 y 1 pug/ ml el rango de inhibicién
fue muy amplio hasta alcanzar el 30% y cabe resaltar que P8098, P9133,
P8072, P8088 y P8098 presentaron inhibiciones por encima del 40%. El
aislamiento P8022 en la concentracion 0.1ug/ml presentdé un crecimiento
mayor que el testigo en todos los ensayos. Este resultado posiblemente esta
asociado con lo reportado por Corredor et al (2007), en los que se demuestra
que bajas concentraciones de fungicidas pueden estimular el crecimiento del
hongo en mas del 38% en comparacion con el control, dicho fenbmeno se
denomina hormesis.
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En la concentracién de 10ug/ml los aislamientos P8076 y P9187 presentaron
inhibiciones menores al 20%, los demas alcanzaron porcentajes de inhibicion
mayores llegando al 88% en el caso de P8094. En las concentraciones de 100
y 1000pg/ml se presentan porcentajes de inhibicion mayores al 60% vy
Unicamente en la concentracion de 10000ug/ml se hubo inhibicién total.

Segun el comité de resistencia a fungicidas, en los ditiocarbamatos no se ha
documentado ningun signo de resistencia y se catalogan de bajo riesgo
(FRAC, 2010). Esto se explica por la accion multisitio que presentan fungicidas
como antracol, presentandose menor probabilidad de generar resistencia en el
patégeno. Sin embargo, en esta investigacion la inhibicion fue muy baja en el
80% de los aislamientos aun en concentraciones de 100ug/ml. Lo anterior
indica que antracol no logra un control adecuado del patdégeno, probablemente
por su alta variabilidad como la reportada en otros estudios donde
Colletotrichum spp donde muestra una capacidad extraordinaria de adaptacion
y variacion (Alahakoon et al, 1992).Crecimiento en altas concentraciones de
fungicidas también es reportado en estudios de susceptibilidad en hongos
enddfitos asociados a Rosa hybrida realizados por Corredor et al, en el 2007.
El estudio en campo de Arias y Carrizales en el 2007 confirma la baja
eficiencia de antracol en el control de Colletotrichum en cultivos de mango. Es
probable que los datos de inhibicion obtenidos estén asociados al inadecuado
control quimico registrado en campo en los municipios de Putumayo, basado
principalmente en el uso de fungicidas de un gran numero ditiocarbamatos
como Daconil, Fitoraz, Curaxil, Manzate, Previcur, Mancoceb, entre otros; esto
posiblemente induzca a la seleccion de individuos resistentes a ingredientes
activos de un mismo grupo y que conlleve a un fendmeno de resistencia
cruzada, que ocurre generalmente en fungicidas que tienen la misma
composicién quimica y principio de accion donde las poblaciones al desarrollar
resistencia a un fungicida la adquieren para otros al ocasionar la misma
mutacion del gen (Brenty Hollomon, 2007).

Respecto a la tasa de esporulacion, los altos valores de Chi? (p-valor = 36.42)
indican que no existen diferencias significativas entre los aislamientos para
cada concentracion (Anexo A), ademas la prueba U de Mann-Whitney indica
que solo hay diferencias entre las concentraciones 0.1 y 100, 0.1 y 1000, 1y
100y 1y 1000pug/ml (Anexo B). Se encontr6 reduccion de 100% Unicamente
en la concentracibn de 10000ug/ml, estos resultados muestran una alta
inestabilidad en las respuestas generadas por un mismo aislamiento desde los
testigos, siendo imposible establecer un patrén general y uniforme en la
produccion de conidias para cada concentracion. La gran variabilidad en la
tasa de esporulaciéon indica que su comportamiento se relaciona posiblemente
con la respuesta defensiva del patdégeno que es estimulada por la presencia de
compuestos antifungicos tanto de la planta como los adicionados para su
control, ya que las esporas son estructuras fundamentales para la
supervivencia en condiciones hostiles (Prusky et al, 2001).
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4.2 BENOMIL (benlate 50PM)

Pertenece al grupo de los bencimidazoles con accién sistémica que inhibe la
division mitotica y que ha sido ampliamente utilizado en la agricultura durante
aproximadamente 30 afios (Peres et al, 2004). En los ensayos se logré
determinar mediante andlisis AUDPC que entre los aislamientos se presentan
respuestas similares a las diferentes concentraciones y con niveles bajos de
tasas de crecimiento como se observa en la figura 5.

Figura 5. Analisis de AUDPC para los 25 aislamientos evaluados con el
fungicida benomil
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Los andlisis de crecimiento con el parametro AUDPC (Figura 5) permitieron
observar que el tratamiento testigo presentoé los valores mas altos y hubo una
disminucién drastica del crecimiento apartir de la concentracion de 0.1ug/ml en
todos los 25 aislamientos la cual continué disminuyendo de manera constante
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y uniforme sin alcanzar la inhibicién total en 10000ug/ml, sin embargo redujo
significativamente la velocidad de crecimiento lo que indica que Colletrotrichum
spp es sensible a este fungicida.

Los aislamientos P8020, P8076, P8094, P8109, P9133, P9146, P9168 y
P9187 presentaron oscilaciones en el crecimiento entre 0.1 y 100 pg/mi
estabilizandose el comportamiento a partir de 1000ug/ml lo cual puede estar
asociado a un respuesta de defensa del patogeno como mecanismo de
proteccion a productos toxicos (Corredor, 2007), de igual forma lo resultados
concuerdan con lo reportado por Bollen y Fuchs en 1970 donde se presenté
una respuesta del crecimiento variable a la accion de ciertas concentraciones
bajas del fungicida, ademas estudios de sensibilidad realizados con C.
gloeosporioides basados en ensayos de sensibilidad demuestran la gran
variabilidad que existe en la poblacion de este patdgeno (Gutiérrez et al, 2003;
Batle y Kelemu, 2004).excelente

La tasa de crecimiento diario permitié analizar los porcentajes de inhibicion
entre aislamientos mediante la prueba de Chi?, encontrando que Unicamente
existen diferencias significativas (p-valor < 36,42, con 24 grados de libertad) en
las concentraciones 1 y 10 pg/ml donde se presentan diferentes grados de
sensibilidad al fungicida (Anexo A). La prueba de U de Mann-Whitney
determind que existen diferencias significativas (p-valor <0.05) entre todas las
comparaciones pareadas excepto 0.1 - 1 y 10 - 100 pg/ml. Esto indica que
existen respuestas muy similares entre los aislamientos a estas
concentraciones manteniéndose uniformidad en los resultados (Anexo B).

La figura 6 representa la respuesta de inhibicion a diferentes concentraciones
de benomil.

Figura 6. Porcentajes de Inhibicion de los 25 aislamientos obtenidos en cada
concentracion de benomil
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Como se observa en las graficas (Figura 6), los resultados de porcentaje de
inhibicion fueron homogéneos entre todos los aislamientos y mayores al 50%
desde la concentracion 0,1ug/ml excepto P8072, P8094, P9133 y P9192. En
1lug/ml estos 4 aislamientos reducen el crecimiento en mas del 54% mientras
los demas superan el 74%. En las concentraciones de 10, 100 y 1000ug/ml, los
aislamientos alcanzan porcentajes de inhibicion que varian entre 60 y 85% y
para la concentracion de 10000ug/ml entre 82 y 96%.

Los bencimidazoles fueron introducidos en la década de los 60’'s y fueron
ampliamente utilizados por presentar grandes ventajas en el control de
enfermedades fdngicas en comparacion con los preventivos como
ditiocarbamatos (Smith, 1988). Sin embargo en 1974 se detecta resistencia a
benomil en diferentes especies de hongos y desde 1976 se reporta un
incremento marcado en el nimero de aislamientos resistentes procedentes de
cultivos de mango (Spalding, 1982). Estudios de Gutiérrez et al en el 2003, en
Colletotrichum obtenido de este frutal donde el fungicida fue de aplicacion
prolongada muestran el incremento en su capacidad de crecer en altas
concentraciones del (mayores a 20ug/ml).

Peres et al en el 2002 en evaluaciones de este fungicida en citricos reportan
gue las especies de Colletotrichum presentan respuestas diferenciales
encontrando que C. acutatum es mas resistente que C. gloeosporioides
corroborando los reportes de Timmer et al en 1998. Evaluaciones in vitro
realizadas por el comité de accion de resistencia a fungicidas (FRAC, 2010),



han demostrado que existe resistencia en diferentes especies de
Colletotrichum a los fungicidas del grupo de los bencimidazoles.

Las investigaciones mencionadas atribuyen los resultados encontrados al uso
continuo y excesivo de este grupo de fungicidas para el control de la
enfermedad teniendo en cuenta el alto riesgo de induccion de resistencia al
presentar un solo mecanismo de accién y en consecuencia la apariciéon de
mutaciones puntuales en genes altamente conservados de la B-tubulina
(Nakaune et al, 2007). Sin embargo los resultados de esta investigacion
muestran que todos los aislamientos son sensibles a benomil desde la
concentracion inicial por lo tanto es menos probable la aparicion de resistencia
siempre y cuando se tenga en cuenta el manejo quimico adecuado, resultados
similares fueron reportados por Peres et al, 2002 eencontrando que el
crecimiento micelial se inhibe en 50% en 0.1 pg/mly por Rondon et al, 2006 un
estudio de respuesta In vitro donde benomil mostr6 buena efectividad en
concentraciones bajas de 1ug/ml obteniendo inhibiciones hasta del 58%.

Los resultados de la tasa de esporulacion no muestran una tendencia con
relacion a las concentraciones probadas ni a los aislamientos confirmado
mediante la prueba de Chi presentada en el Anexo A (p-valor > 36.42, con 24
grados de libertad) y la prueba U de Mann- Whitney indica Unicamente
diferencias estadisticas 100-1000 y 1000-10000ug/ml (Anexo B). Badel y
Kelemu en el 2004, en un estudio del efecto de benomil sobre el crecimiento y
la esporulacion de C. gloeosporioides también encontraron alta variabilidad en
los resultados concluyendo que la sensibilidad a benomil se debe medir
anicamente por su efecto en el crecimiento del micelial y que la produccion de
conidias no deberia ser considerada para evaluar la resistencia a fungicidas en
hongos fitopatégenos.

4.3 MERTEC (tiabendazol 500SC)

También pertenece al grupo de los bencimidazoles y es ampliamente utilizado
en la agricultura desde la década de los 70’s (Brown, 1975). Se recomienda
para el manejo de la antracnosis en distintos cultivos porque inhibe el
ensamblaje de microtdbulos y la formacion del tubo germinativo en hongos
patdgenos.

En la figura 7 se presentan el andlisis de crecimiento de los 25 aislamientos
con el parametro AUDPC mostrando una tendencia marcada a la disminucion
del crecimiento en concentraciones iniciales seguida de oscilaciones cuando
estas se incrementan.
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Figura 7: Analisis de AUDPC para los 25 aislamientos evaluados con el
fungicida mertec
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El andlisis de crecimiento (Figura 7) permitio determinar que mertec reduce
significativamente la formacién de micelio a partir de la concentracion 0.1ug/ml
similar a lo encontrado con benomil. Entre las concentraciones de 0.1 y 1ug/ml
se observa una relativa estabilidad en el crecimiento excepto en P8076, P8094
P8109, P9117 donde el crecimiento aumenta. A partir de 10ug/ml se presentan
variaciones en la respuesta hasta alcanzar valores muy cercanos a cero en
10000 pg/ml. Esto puede ser un indicio de lo que ocurriria en campo al
incrementar las concentraciones alterando algunos procesos metabdlicos del
patdgeno promoviendo su crecimiento en lugar de inhibirlo o por presion de
seleccién inducir la supervivencia de cepas con mutaciones que les confieran
diferentes grados de sensibilidad al fungicida (Corredor et al, 2007). Es
importante considerar que la susceptibilidad de los patdégenos a los fungicidas
depende en gran medida del uso correcto de estos en la frecuencia, modo de
aplicacion y asi como las dosis adecuadas (Saladin et al, 2003).
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La tasa de inhibicion (Figura 8) para cada concentracion del fungicida presenta
diferencias significativas entre los aislamientos unicamente en 1y 10 pug/ml de
acuerdo a la prueba de Chi? (p-valor <36.42 con 24 grados de libertad) donde
se observa variabilidad en la respuesta del patégeno. La prueba U de Mann-
Whitney indica que las concentraciones 0.1-1, 0.1-10 y 1-10 pg/ml no
presentan diferencias significativas en el efecto sobre el crecimiento de
Colletotrichum spp (Anexos Ay B).

Figura 8. Porcentajes de Inhibicion de los 25 aislamientos, obtenidos en cada
concentracion de mertec
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Los resultados presentados (Figura 8) indican que a partir de la concentracion
de 0.1pg/ml los aislamientos presentaron valores altos de inhibicion (mayores
al 40%), unicamente la cepa P9133 presenté un valor muy bajo (9%) el cual
incremento en las siguientes concentraciones. Entre las concentraciones de 1y
10upg/ml el rango de inhibicion fue superior al 50%. En 100pg/ml la inhibicién
alcanzé valores entre 82 y 95%. Sin embargo en 1000u/ml la inhibicién
disminuyo a valores entre 67 y 88% y finalmente en 10000ug/ml la inhibicion
fue de 85 a 96%.

Los estudios de sensibilidad por determinacion de crecimiento micelial que se
han realizado utilizando mertec y benomil, demuestran que Colletrotrichum es
un patégeno altamente resistente a la accion de este grupo quimico (Gutiérrez
et al, 2003 y FRAC, 2010). Sin embargo en esta investigacion todos los
aislamientos mostraron altas tasas de inhibicion en bajas concentraciones de
los fungicidas en concordancia con lo reportado por Dodd et al en 1991, para
pruebas en campo donde se redujo significativamente el desarrollo de
antracnosis en frutos de mango. Las diferencias en los resultados se podrian
explicar por la capacidad de adaptacion y variacion caracteristica del género a
diferentes hospederos (Alahakoon et al, 1992) y al uso permanente de
fungicidas bencimidazoles que puede dar lugar a la seleccion de cepas
resistentes en paises como México (Orozco, 1992).

Mertec no tuvo efecto sobre la tasa de esporulacion y en ninguna
concentracion se logro el 100% de inhibicion de la produccion de conidias sin
mostrar diferencias significativas entre aislamientos (Chi® con p-valor > 36.42)
al igual que lo reportado por Gutiérrez et al, 2003 y Péres et al, 2004 donde
mertec y benomil no impiden la formacion de conidias. Unicamente hubo
diferencias significativas en la produccion de conidias entre las
concentraciones 10 y 10000ug/ml (p-valor = 0.0478) segun la prueba U de
Mann- Whitney (ver Anexos Ay B).

4.4 ANALISIS DE IMPORTANCIA DE LAS VARIABLES

A partir de los resultados de cada fungicida para las variables tasa de
crecimiento (AUDPC), tasa de esporulacion y porcentaje de inhibicién, se
realizé un analisis de componentes principales que permitio establecer cuales
son las caracteristicas determinantes para medir la sensibilidad (Figura 9).
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Figura 9: Analisis de PCA para las variables tasa de crecimiento, esporulacion
y porcentaje de inhibicién para los fungicidas antracol, benomil y mertec.
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El andlisis de PCA (Figura 9) indica que hasta el tercer componente se explica
el 100% de la variacion. El porcentaje de inhibicion en el componente uno
muestra que los mayores valores los presentan las concentraciones mas altas
de antracol 1000 y 1000ug/ml, mientras que para el fungicida benomil, la
inhibicion alcanza valores muy altos desde concentraciones de 1 a
10000pg/ml, el mertec reduce eficientemente el crecimiento del patdgeno
desde la concentracién de 0.1ug/ml y aunque no se llegan a una inhibicion del
100% como en antracol se alcanzan mayores porcentajes respecto al fungicida
benomil.

En el eje horizontal, al lado izquierdo de la grafica se encuentran las
concentraciones de fungicidas con mayor crecimiento como es el caso de los
testigos y las concentraciones de 0.1. 1 y 10 pg/ml de antracol. En el segundo
componente la variable de mayor peso fue la tasa de esporulacion siendo las
concentraciones desde 0.1pg/ml hasta 10000pug/ml de antracol y 0.1, 1 vy
10000pg/ml de mertec las Unicas que lograron disminuirla. La produccion de
esporas en las demas concentraciones de los 3 fungicidas incremento llegando
a ser mayor que la de los testigos. La tasa de esporulacion mas alta se

39



presentd en las concentraciones de 100 y 1000 pg/ml de Benlate. Este
comportamiento se debe posiblemente, a que las esporas, ademas de permitir
la reproduccién y dispersion de los hongos pueden constituirse en mecanismos
de supervivencia ya que permanecen latentes por largos periodos de tiempo
hasta que las condiciones ambientales mejoran y permiten su germinacion.

Mertec actla en concentraciones bajas inhibiendo de manera considerable el
crecimiento y reduciendo la produccion de conidias, pero en concentraciones
intermedias incrementa la tasa de esporulacidén. Antracol inhibe el crecimiento
micelial con altas concentraciones pero si se muestra una tendencia a la
disminucién en la produccién de conidias contrario a lo ocurrido con benomil y
mertec donde se alcanzaron altos valores de inhibicion del crecimiento sin
lograr una reduccion notoria en la produccion de conidias. Estos resultados
pueden ser producto de un mecanismo de adaptacion de Colletotrichum a
condiciones adversas donde se da lugar a producciéon de conidias para
asegurar el crecimiento y la reactivacion de todos los procesos metabdlicos
(Prusky et al, 2001). Es posible que antracol active reduzca la produccion de
esporas, sin embargo, es necesario evaluar la viabilidad y la capacidad de
germinar de estas estructuras ya que aun no se ha comprobado el efecto del
fungicida sobre la viabilidad de estas, como en el caso de los bencimidazoles.

Estudios realizados confirman que mertec y benomil no previenen la formacion
de conidias pero reducen la elongacion del tubo germinativo como se demostré
gue benomil al ser aplicado en patdégenos de citricos reduce su viabilidad en un
40% (Leroux et al, 1992 y Péres et al, 2002) esta pérdida de viabilidad puede
estar asociada al detenimiento del proceso de infeccion que ocurre cuando la
hifa infectiva no encuentra las condiciones ambientales y nutricionales
adecuadas después de haber germinado y formado el apresorio (Soriano et al,
2001)

4.5 DOSIS MEDIA EFECTIVA (ECsp)

A partir de la respuesta de inhibicion obtenida en cada concentracion de
fungicida se establecieron los valores de ECsy, que se presentan en la figura
10.

Los resultados indican que no existe un patron de distribucion de los
aislamientos de acuerdo a su grado de sensibilidad entre los cuatro municipios
donde se cultiva Solanum betaceum presentandose una gran variabilidad de
comportamientos.
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Figura 10. Valores de EC50 y municipio de procedencia de los 25 aislamientos

para cada fungicida
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En todos los sitios de muestreo existen aislamientos con elevados valores de
ECso para antracol, mientras que para benomil y mertec son bajos y muestran
comportamientos similares y homogeneos en
resultados se relacionan con los registros de cultivadores del Valle de
Sibundoy (base de datos del grupo Genpat) quienes utilizan con mayor
frecuencia productos del grupo de los ditiocarbamatos en compracion con los
bencimidazoles. Por lo tanto es posible que la cercania de los municipios y
consecuentemente el flujo de informacidn genética a través de los indculos de
Colletotrichum spp este impidiendo que se presente variacion interpoblacional.
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Con los resultados de ECsy para cada aislamiento de Colletotrichum spp, se
realizd un cluster que permitid agruparlos de acuerdo a su respuesta a cada
fungicida. Todos los analisis de conglomerados presentan un coeficiente de
correlacion mayor a 0.80 (r) por tanto, existe un buen grado de adecuacion
entre la matriz basica de datos y los agrupamientos resultantes y se descarta
errores en la técnica de elaboracion (Fig 11,12,13).

Figura 11. Agrupamiento de aislamientos de Colletotrichum spp con base en la
ECso de antracol
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El andlisis (Figura 11) permitié establecer la formacion de cuatro subgrupos: el
primero con el 24% de los aislamientos que presentan valores de ECsg entre
23.35 y 30.46ug/ml, el segundo grupo con el 16% lo conforman aislamientos
con valores de 33.57 a 40.18 pg/ml, el tercero formado por el 28% muestra
valores de ECsp de 0.13 a 5.9 pg/ml y por altimo un grupo con ECso de 9.19 a
16.21pg/ml.
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Figura 12. Agrupamiento de aislamientos de Colletotrichum spp con base en la
ECso de benomil
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El cluster para el fungicida Benomil (Figura 12) muestra la formacién de tres
subgrupos: el primero constituido por los aislamientos P8004 y P8094 con
ECso de 0.14 y 0.17ug/ml respectivamente, el 80% que conforma el segundo
grupo presenta valores de 3.16 x 10 y 0.032ug/ml y finalmente el tercer
grupo formado por P8072, P9133 y P9192 con ECsy de 0.82, 0.68 y 0.57ug/ml
respectivamente.
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Figura 13. Agrupamiento de aislamientos de Colletotrichum spp con base en la
ECso de mertec
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Teniendo en cuenta los resultados de agrupamiento y la escala de sensibilidad
planteada por Chung et al en el 2010 (Ver tabla 4), se realizo la clasificacion de
los aislamientos de Colletotrichum spp como se muestra en siguiente tabla.

Para el fungicida mertec (Figura 13) el cluster muestra 3 subgrupos donde el
84% de los aislamientos presentan ECsp menores a 0.25ug/ml, los aislamientos
P8098, P9168 y P9192 con valores de 0.57, 0.87 y 0.86ug/ml respectivamente
constituyen el 12% y Unicamente P9133 presentd una ECsy de 4.44ug/ml
separandose evidentemente del grupo.

Tabla 5. Determinacion de sensibilidad por ECsg

Antracol Benomil Mertec
Aislamientos
EC50 Respuesta EC50 Respuesta EC50 Respuesta
P8004 23,9502662 MR 0,13961354 S 0,00907291 S
P8020 16,1966085 MR 3,1623E-22 S 0,04216965 S
P8022 26,7468552 MR 0,00476394 S 8,756E-05 S
P8026 12,9339698 MR 1,4925E-05 S 0,00011754 S
P8047 27,4038098 MR 1,7302E-06 S 4,3804E-05 S




P8050 33,6788912 MR 2,4153E-05 S 2,322E-05 S
P8072 3,24242221 S 0,82089142 S 0,0047863 S
P8076 40,184717 MR 0,00042919 S 0,00073935 S
P8078 9,19679199 S 3,7276E-06 S 2,0535E-05 S
P8083 5,90315705 S 0,00903405 S 5,8339E-06 S
P8088 1,54947313 S 4,1011E-09 S 2,0535E-10 S
P8094 3,95310887 S 0,16834122 S 0,01621349 S
P8098 0,36078785 S 3,0079E-05 S 0,57361525 S
P8109 16,2160379 MR 0,03091691 S 0,2026127 S
P9112 33,9025651 MR 5,1795E-14 S 54117E-22 S
P9117 34,3586456 MR 1,1103E-05 S 0,00054287 S
P9133 0,1350314 S 0,57311498 S 4,44101269 S
P9146 23,3572147 MR 3,0079E-07 S 3,0079E-07 S
P9151 15,2997623 MR 6,6408E-05 S 0,05945571 S
P9168 10,2249651 MR 0,03257021 S 0,86922145 S
P9175 29,9960605 MR 7,8965E-07 S 1,1288E-08 S
P8184 12,7342208 MR 9,4267E-06 S 7,6668E-05 S
P9187 30,4698957 MR 3,2903E-09 S 0,00021544 S
P9190 4,40228506 S 0,00526395 S 0,24770764 S
P9192 10,9877581 MR 0,67728153 S 0,86370143 S

Para antracol el 68% de los aislamientos se clasifican como medianamente
resistentes (MR) y solamente 8 aislamientos presentaron sensibilidad al
fungicida lo que indica una baja eficiencia en el control del patégeno.

Segun la informacién recopilada sobre el uso de ditiocarbamatos en los
cultivos de tomate de arbol en el departamento de Putumayo y los resultados
de sensibilidad encontrados en este estudio es posible determinar que las
inadecuadas practicas de manejo han llevado al incremento de la respuesta de
resistencia del patégeno a antracol debido a que posiblemente se esté
ejerciendo presion de seleccién por la aplicaciéon altas dosis o subddsis que
puede ocasionar el surgimiento de mutaciones de uno o mas grupos de genes
gue generan resistencia a ingredientes activos de fungicidas de un mismo
grupo (Brent et al, 2007 y Corredor et al, 2007) como en este caso de los
ditiocarbamatos.

Todos los aislamientos fueron sensibles a la adicion de benomil presentando

valores de dosis media, menores a 1ug/ml para el 28% y menores a 0.01pg/ml
para el resto de los casos siendo un fungicida muy eficiente en el control del
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patégeno. Los resultados son similares para mertec donde se redujo el
crecimiento en un 50% en concentraciones muy bajas siendo menores a 1
pHg/ml para el 20% de los aislamientos y menores a 0.1ug/ml para el 76%
restante. Unicamente P9133 tiene un valor de 4.44pg/ml por lo tanto este
compuesto permite inhibir el patbgeno con bajo riesgo de inducir resistencia
con el uso adecuado.

4.6 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD POBLACIONAL

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de ECs se elaboré un fenograma
para determinar la variacién entre aislamientos de acuerdo a sus respuestas a
los tres fungicidas.

El analisis presenta un coeficiente de correlacion de 0.95180 por tanto, existe
un buen grado de adecuacion entre la matriz basica de datos y los
agrupamientos resultantes (Figura 14).

Figura 14. Fenograma de agrupamiento de Colletotrichum spp por EC50
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El fenograma muestra la formacién de dos primeros grupos que incluyen a la
mayoria de los aislamientos y se asocian de acuerdo a la sensibilidad a los
fungicidas antracol, mertec y benomil. El siguiente grupo lo constituyen los
asilamientos P8072 y P9192 para los cuales cabe resaltar manifestaron los
valores de ECsp més altos para los benzimidazoles y més bajos para antracol
contrario a lo que ocurre con el aislamiento P9133 separado de los demas
aislamientos.

Los resultados obtenidos permiten establecer que no existe homegeneidad en
la poblacién presentandose una gran variabilidad entre las respuestas de los
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asilamientos a los fungicidas benzimidazoles y ditiocarbamatos, lo cual se
corrobora con lo presentando por Bailey y Jeger en 1992 quienes describen un
elevado grado de variabilidad cultural, morfolégica y patdégenica en ensayos in
vitro de C.gloeosporioides y lo asocian con la plasticidad fenotipica y capacidad
de adaptacion de este patégeno a diferentes condiciones.
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5. CONCLUSIONES

Uno de los mayores limitantes en la busqueda de nuevas alternativas al control
quimico de la antracnosis, lo constituyen la escasa informacion y el
desconocimiento acerca de la sensibilidad a la accion de diferentes fungicidas.

El uso intensivo de ditiocarbamatos en los municipios de Putumayo puede ser
uno de los factores que estd generando resistencia en las poblaciones
evaluadas con el fungicida antracol.

La tasa de crecimiento fue suprimida significativamente por los fungicidas
benomil y mertec desde la concentracion de 0.1ug/ml.

Todos los aislamientos fueron sensibles a los bencimidazoles con ECsg
menores a 1 pg/ml

El 68% de los aislamientos evaluados con antracol presentaron ECso entre
9.19y 40.18 pg/ml.

Los fungicidas mertec y benomil no inhibieron la formacion de conidias y
considerando la accion del fungicida de inhibir la formacion de tubos
germinativos es posible que se haya causado pérdida de viabilidad en estas
estructuras reflejada en las bajas tasas de crecimiento.

Benomil y mertec resultaron ser exitosos en el control in vitro del patégeno,
mientras que antracol no resulto ser efectivo para el control de su crecimiento.

Es necesario utilizar adecuadamente estos productos a nivel de campo para
minimizar el riesgo de que aparezcan signos de resistencia.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de sensibilidad utilizando otros fungicidas de diferentes
grupos quimicos para determinar el comportamiento del patégeno y lograr un
analisis mas completo que permita desarrollar un eficiente programa de control
quimico en campo.

Para determinar el efecto de los fungicidas sobre la tasa de esporulacion, es
necesario evaluar caracteristicas como la formacion de tubos germinativos

Las pruebas in vitro generan una muy buena aproximacion del efecto de los

fungicidas pero es necesario avanzar con las investigaciones in vivo para
confirmar la efectividad biolégica de los productos quimicos evaluados.
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Anexo A. Prueba de Chi® para porcentaje de inhibicién y tasa de esporulacién por

concentraciones

ANEXOS

Porcentaje de inhibicion

Concentraciéon Antracol Benomil Mertec
0.1 216.656 53.6701| 59.9656
1 131.389 4.82875| 24.2665
10 151.711 14.4223| 24.4941
100 109.496 109.843| 109.621
1000 1031.31 1005.27| 1012.04
10000 10047.3 10007.8| 10010.8

Tasa de esporulacién
Concentracion Antracol Benomil Mertec

0.1 325476091 | 385679404 | 248695921
1 183839156 | 328894093 | 151252543
10 117798063 | 322750384 | 242234722
100 274851676 | 438974395 | 437923069
1000 304121501 | 258756765 | 241713230
10000 768390796 | 232233974

Grados de libertad: 24

Chi tabla: 36.42
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Anexo B. Prueba U de Mann — Withney para porcentaje de inhibicién y tasa de
esporulacion

Antracol Benomil Mertec
Concentracion | N | % de Inhibicion | Tasade Esporulacion| % de Inhibicion Es;g:ualgc.;én % de Inhibicion | Tasade Esporulacion

T=Ub | pisame) | T=Ub p{same) T=Ub | pisame) | T=Ub p{same) T=Ub | p{same) | T=Ub p{same)

0.1-1 25| 187 0.0049 234 0.5869 251 0.2386 279 0.522 270 0.4151 309 0.9535
0.1-10 25 39 1.18E-07 240 0.1824 180 | 3.19E-03 | 3 0.831 188 0.232 308 0.882
0.1-100 25 0 1.42E-09 178 0.00832 131 4 49E-04 | 277 0.4971 1 1.597E-09 308 0.9381

0.1-1000 25 0 1.42E-09 178 0.00832 84 1.60E-06 | 280 0.6695 32 5.545ED8 312 1

0.1-10000 25 0 1.42E-09 ] 1.4E-08 3 203E-09 | 226 0.09519 0 1.416E-09 234 0.1302
1a10 258 a9 3.58E-08 266 0.3721 176 | 8.32E-03 | 288 06415 2288 0.1031 310 0.969
1-100 25 0 1.42E-09 209 0.04566 122 | 227E-04 | 235 01352 0 1.416E-09 310 0.969
1-1000 25 0 1.42E-09 203 0.0344 51 4 10E-07 | 284 0.3517 43 1.795E-07 310 0.969
1- 10000 25 0 1.42E-09 o 1.4E-08 0 1.42E-09 | 282 0.332 0 1.416E-09 228 0.1031
10 - 100 25| 118 0.00014 225 0.0914 238 0.1403 283 037 4 2 286E-D9 308 0.9073
10 - 1000 25 10 4.84E-09 223 0.08419 108 | 6.42E-05| 277 0.4871 73 |p.00000352( 310 0.969
10-10000 |25 0 1.42E-09 ] 1.4E-08 0 1.42E-09 | 243 0.1806 0 1.416E09 210 0.04731
100-1000 28| 127 0.00033 308 0.9381 128 0.00031 303 0.8614 80 6.749E-06 305 0.882

100-10000 (25 0 1.42E-09 12.5 §.2E-09 0 1.42E-09 | 208 0.03971 92  |0.00003584 | 2285 0.08713
1000 - 10000 |25 0 1.42E-08 25 2.6E-08 18 1ATE-0G | 220 0.07425 10 4.63BE-09 23 0.116
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