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Resumen

La vitivinicultura en Uruguay representa un sector importante en la produccién
agricola y cuenta con casi 6343 hectareas de vifiledos de 6ptima calidad enoldgica,
con una produccion media anual de 67 millones de litros de vino (www.inavi.com.uy).
Uno de los principales problemas sanitarios que afecta a los vifiedos es la
podredumbre de racimo provocado por el hongo Botrytis cinerea. La infeccidon de las
bayas producida por este hongo, modifica la composicion quimica de la uva,
generando un aumento de la sensibilidad a la oxidacion, la contaminacién por
bacterias y afecta el aroma y sabor de los vinos. Esto lleva a grandes pérdidas
econOmicas para los productores, no solo cuantitativas y de rendimiento sino también
de calidad y estabilidad de los vinos. El control de éste patdgeno es fundamental a la
hora de mejorar la calidad del producto final y la competitividad del sector vitivinicola.
El manejo de la podredumbre de racimos esta basado en una combinacién de
medidas culturales y de sucesivas aplicaciones de fungicidas, haciendo este control
eficiente, pero al mismo tiempo corriendo riesgos de ocasionar resistencia frente a

los productos utilizados.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sensibilidad fin vitro” de diferentes
aislamientos de B. cinerea obtenidos de uvas Tannat, frente a distintos fungicidas de
uso frecuente. Se evalué el efecto de 14 aislamientos de B.cinerea bajo condiciones
de laboratorio frente a los diferentes fungicidas. Se determiné que todas las cepas
fueron sensibles a los fungicidas evaluados excepto el producto organico en base a
extracto de Melaleuca alternifolia. Se observaron diferencias significativas en la
respuesta de los diferentes aislamientos para un mismo producto y ademas para cada
aislamiento se observaron diferencias frente a los productos fungicidas evaluados. Se

determind que B. cinerea presenta una respuesta diferencial de sensibilidad a algunos
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botryticidas.Los productos Syngenta (experimental), fenexamida y ciprodinil +
fludioxonil fueron eficientes para los 14 aislamientos mientras que los productos
mezclas boscalid + pyraclostrobin y tebuconazol + fluopiram fueron eficientes para 9.
Los productos evaluados presentaron efecto fungicida a las concentraciones
recomendadas. El fungicida ciprodinil + fludioxonil y el experimental de Syngenta
fueron los Unicos que no permitieron el desarrollo de tubo germinativo durante la
exposicion al producto bajo la concentracion recomendada. Se determiné que la
concentracion efectiva para inhibir el 90% del crecimiento del micelio de

ciprodinil+fludioxonil (ECg0) fue de 16,03ug/ml.

Introduccion

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, (anamorfo Botrytis cinerea Pers.: Fr) es un
hongo Ascomycete, perteneciente al orden Moniliales de la familia Sclerotiniaceae
(Williamson et al., 2007) que se encuentra presente en diferentes habitats bajo forma
de micelio, conidios, clamidosporas y esclerocios (Elad, 2007; Williamson et al.,
2007). Las colonias de B. cinerea producen gran cantidad de micelio formado por
hifas septadas. Cuando el hongo comienza el crecimiento presenta un color blanco
hialino que se torna grisaceo debido al proceso de esporulacién que genera gran
cantidad de esporas (Barnett & Hunter, 1998) (Figura 1). Durante el periodo de
reproduccion asexual, B. cinerea genera hifas especializadas que sobresalen de los
filamentos de micelio llamados conidiéforos. Los mismos son rectos y lisos, de 2mm
de longitud, alternativamente ramificados y con apices esféricos gruesos donde se
encuentran células conididgenas las cuales presentan pequefios denticulos en donde

se originan los conidios (Barnett & Hunter, 1998). La célula conidiogena forma



conidios ovoides hialinos a castafio claro, lisos y unicelulares de 10 -12 pm de
longitud por 8-10 um de ancho. Eltipo de conidiogénsis que presenta es holoblastica
sincrénica, generando una estructura en racimo y una cantidad importante de
esporas (Elad, 2007), éstos son diseminados por el viento (Weber & Hahn, 2011).
Los conidios de Botrytis spp. son generalmente considerados como los propagulos
de corta vida en el campo y su supervivencia depende en gran medida de las
temperaturas, la disponibilidad de humedad, actividad microbiana y la exposicion a la
luz solar (Elad, 2007). En ocasiones forma esclerocios, considerados muy importantes
para la sobrevivencia del hongo ya que estas estructuras le permiten resistir
condiciones climaticas desfavorables (Kumari et al., 2014) (Figura 1c). De Bary (1886)
describio el esclerocio como una estructura de tipo tubérculo constituido de filamentos
entrelazados que se forman sobre un micelio primario, que posteriormente se
desprende en la madurez y pasa a través de un periodo de latencia antes de utilizar
las reservas acumuladas durante el desarrollo para la produccion de conidiforos. Se
puede distinguir distintas zonas, una corteza periférica de hifas estrechamente juntas
y pigmentadas, donde se acumulan reservas y debido al engrosamiento en las
paredes celulares se reduce la permeabilidad de las hifas mas descompactadas.
Son variados los factores implicados en la iniciacion de la formacion de los
esclerocios, siendo la luz, pH, la interaccién con otros organismos y la temperatura

alguno de ellos (Willetts & Bullock, 1992).



Figura 1.A: micelio B. cinerea en medio papa dextrosa agar (PDA) a 25 °C con 2 dias de crecimiento. B: micelio
de B.cinerea esporulado en medio PDA a 25°C con 10 dias de crecimiento. C: esclerocio de B. cinerea en medio

agar extracto de malta (MEA) a 15°C.

B.cinerea posee una variedad de elementos genéticos extracromosomicos incluyendo
los cromosomas de las mitocondrias, plasmidos y elementos transponibles (Rosewich
& Kistler, 2000). Los elementos mdviles llamados transposones son secuencias
gendmicas repetitivas y abundantes en organismos eucariotas que tiene la capacidad
de moverse de una localizaciéon a otra del cromosoma. Generalmente cuando esto
ocurre se replican a si mismos. La capacidad de replicaciéon de elementos de
transposicién es la esencia del éxito evolutivo y es una de las razones de las
variaciones en la dinAmica poblacional en B.cinerea (Bowen & Jordan, 2002). A partir
de estudios de las distribuciones alélicas y el uso de las herramientas moleculares
se ha demostrado que B. cinerea es un complejo de dos especies cripticas, que
viven en simpatria (Walker et al., 2011). B.cinerea ha sido subdividida en dos grupos
genéticamente aislados, denominados Grupo | 'y Grupo Il, en funcién de la presencia
0 ausencia dos elementos transponibles: boty y flipper (Giraud et al., 1997) por lo
gue se propuso que sean especies filogenéticas diferentes (Choquer et al., 2007;
Fekete et al., 2012). Las cepas del Grupo |, corresponde a las especie Botrytis

pseudocinerea carecen de elementos boty y flipper , mientras que las del Grupo II,



corresponden a la especie mas extendida B. cinerea sensu stricto que puede
presentar dos genotipos: transposa (Flipper+/Boty+), que posee ambos
transposones, boty (Flipper-/Boty+) y flipper (Flipper+/Boty-)(Giraud et al., 1999;
Munoz et al.,, 2002) y genotipo vacuma (Flipper-/Boty-), que carece de estos (Giraud

et al., 1997).

El patégeno B.cinerea

El género Botrytis es cosmopolita e incluye mas de 22 especies (Staats et al., 2005).
Dentro de este, se destaca la especie Botrytis cinerea Pers: Fr, un hongo fitopatdgeno
necrotrofico (Fekete et al., 2012), que es capaz de sobrevivir en el suelo y crecer en
material vegetal del suelo (Steel et al., 2013). Es considerada la especie mas
patdgena y destructiva de este género (Vercesi et al., 2014) ya que induce la muerte
de la célula hospedadora y dafia gravemente los tejidos de la planta, culminando en

la podredumbre de la planta o los frutos (Van Kan, 2005).

B. cinerea no es hospedero especifico (Derckel et al., 1999) debido a que causa serias
enfermedades pre y post cosecha en al menos 200 especies de plantas (Campia et
al., 2017; Williamson et al., 2007) y su virulencia varia dependiendo de la planta
infectada (Derckel et al., 1999). Se considera el principal agente causal de la
enfermedad comunmente llamada “del moho gris” (Fekete et al., 2012; Steel et al.,
2013), donde la gran acumulacién de conidiéforos hace que el érgano afectado se

observe de tono grisaceo (Figura 2).

Este patdgeno estad relacionado con numerosos cultivos agronomicamente

importantes (Viret et al., 2004) que incluyen hortalizas como ser tomate, lechuga,



calabaza, pimiento, zanahoria, pepino, berenjena, plantas ornamentales como ser
rosa, clavel, tulipan, entre otros y frutales tales como frutilla, arandano, manzana,
naranja, pera y su hospedador econémicamente mas importante, la vid (Vitis vinifera)
(Gepp et al., 2012; Van Kan, 2005). B.cinerea es considerado un hongo pectinolitico
(Carpita & Gibeaut, 1993) por lo que sus hospederos son principalmente
dicotiledéneas (Fekete et al., 2012) y monocotiledéneas no gramineas debido a que
tienen un alto contenido de pectina en las paredes celulares (Carpita & Gibeaut,

1993).

A nivel mundial B.cinerea ha sido catalogado como el segundo patégeno fangico mas

importante basados en la importancia econdémica (Dean et al., 2012).

Figura 2. Enfermedad del “moho gris” o podredumbre de racimo causada por B.cinerea.



Podredumbre de racimo en la vid

Los principales responsables de las podredumbres de racimos de uvas son bacterias
(podredumbre acida) y hongos filamentosos, de ellos, el mas comuln es B.cinerea que
genera la llamada “podredumbre gris de racimo”, pudiéndose encontrar también
Aspergillus spp., Penicillium spp. (Steel etal., 2013) y Colletotrichum gloeosporioides

(Steel, Savocchia, & Greer, 2016).

B.cinerea esté presente en los vifiedos como micelio y clamidosporas, en forma de
esclerocios en el suelo (Williamson et al., 2007), o en forma de conidios por lo que las
fuentes de indéculos en el cultivo son mdultiples. Puede infectar heridas o tejido
senescente y también inducen necrosis invadiendo tejidos jovenes (Keller et al.,
2003). Puede afectar todas las partes aéreas de la planta, las hojas, zarcillos, brotes
jovenes y sarmientos, las inflorescencias y las bayas maduras (Elad, 2007; Fekete et
al., 2012; Rosslenbroich & Stuebler, 2000). No obstante es en los racimos donde la
podredumbre adquiere gran significancia dada la capacidad del hongo de producir

enzimas pectinoliticas y toxinas (Doss, 1999) alterando la calidad de las bayas.

El ciclo de vida de este hongo en la vid implica una hibernacion o estado esclerético
durante el invierno (Steel et al., 2013), solo siendo visibles en los sarmientos, también
como micelio en las grietas de la madera y, en menor cantidad en las yemas. En
primavera, bajo condiciones favorables de temperatura ( 20°C), humedad (95%), el
in6culo primario se produce a partir de la esporulacion del micelio o de esclerocios
gue han pasado el invierno en el material necrético de la vifia (Figura 3)(Steel et al.,

2013).

El proceso infeccioso comienza cuando los conidios, por accion del viento u

organismos vectores que se depositan sobre la superficie del tejido del hospedero
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(Van Kan, 2005), se adhieren mediante la produccion de una matriz extracelular que
contiene enzimas, proteinas y carbohidratos (Doss, 1999; Doss et al., 1995). Bajo
condiciones de humedad favorables, los conidios germinan produciendo un tubo
germinativo, el cual se convierte en un apresorio para luego penetrar los tejidos del
huésped (Van Kan, 2005). Las células subyacentes mueren y el hongo establece una

lesion primaria, en la que puede producirse necrosis (Van Kan, 2005).

La penetracion puede ocurrir directamente, perforando la superficies intactas del
huésped de forma mecanica y/o enzimatica (Van Kan, 2005) o a través de heridas
en la planta provocando asi la infeccidn sintomética. La penetracion de los conidios
por medio de aberturas naturales como ser estomas y lenticelas, o de estructuras
especializadas de la planta, como glandulas secretoras y érganos florales (pistilo,
estambres, union entre sépalos) suelen ser el origen de las infecciones latentes,
donde el patdgeno estd presente dentro de la baya sin causar sintomas de la
enfermedad, generalmente hasta que la uva comienza a madurar (Keller, Viret, &

Cole, 2003) dando lugar a fuentes de inoculo secundario.

Keller, Viret, & Cole 2003 demostraron que el periodo de floraciébn es un momento
critico para la infeccion por B. cinerea en las uvas y sugieren que el sitio de infeccion
mas probable es el area del receptaculo aunque una pequefia parte de las

infecciones también podria ocurrir a través del estigma y el estilo (Viret et al., 2004).

11



,' Por escleroaos

Formacifn de
esckrocios

| : Diseminacidn de consdias Propagicion a; conicias |
CONSERVACION i Preparacidn de la Arrancue de I b Vida latente

' epeiemia epidemia :

[ /‘*/- "

1 g/TY [ huve y viento LLUVSo - A :

‘ ) — e ! Y DAROS ( '

‘ ’// : I\LLN\" I.x\\\r'-lhk |

|

! Condia |

! : |

| |

| I

|

— >

Conids¥oros

|
l
|
|

i — &

Inflorescencias " (':tx‘m-x)'.inll-\ﬂ
&’(‘v " \ del miceho
‘ ’t\ P Nuevas contaminacones
L . ‘é - por conidias y micelios |
|
'
Brotes |
INVERNO PRIMAVERA i"’“'“" VERANO | (lloﬂ()

Figura 3. Ciclo biolégico de B.cinerea sobre Vid (tomado de Hidalgo 1999)

Los factores que parecen ser determinantes para esta enfermedad en campo, son la
susceptibilidad del huésped, la virulencia de la cepa de B.cinerea y las condiciones

ambientales.

Los factores climéticos tienen una influencia muy importante en el desarrollo del
hongo, siendo la temperatura, la humedad relativa y las precipitaciones los
principales factores de riesgo para el desarrollo de Botrytis (Steel, Blackman, &
Schmidtke 2013). Cuando las condiciones de humedad relativa en el vifiedo superan
el 93% (esencial para que los conidios germinen y penetren en la epidermis del
hospedero) y las temperaturas son aproximadamente de 20°C (similares al 6ptimo de
crecimiento in vitro), la capacidad de infeccion de B. cinerea en flores y bayas se ve
favorecida (Latorre et al., 2002, Van Kan, 2000; Williamson et al., 1995). Ferrer et al

2001, sugieren que las lluvias previas a la cosecha, producen un efecto explosivo
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sobre la aparicion de las podredumbres del racimo. El riego excesivo, el viento y las
lesiones por insectos (Keller et al., 2003) llevan a que las bayas se dafien facilmente,
lo que aumenta aln mas las posibilidades de infeccion (Steel, Blackman, & Schmidtke
2013). Ademas, las lluvias de caracter tormentoso que suceden durante la época de
maduracion, son especialmente favorables para la propagacion de los conidios (Viret
et al., 2004) ya que el fendbmeno de salpicado juega un papel fundamental a la hora

de liberacion y diseminacién de los mismos.

La compactacion del follaje, que depende de la variedad de la planta, es una variable
importante a la hora de la infecciobn por B.cinerea. Cuanto mas compactado se
encuentra el follaje mayor porcentaje de humedad retiene, creando asi un microclima

propicio para la enfermedad (Steel et al., 2013).

El efecto de la podredumbre por Botrytis en la uva afecta de forma negativa la calidad

sensorial en la vinificacidon (Steel et al., 2013).

La podredumbre de racimos causa graves pérdidas de rendimiento, reduccion de la
calidad de los mostos y de calidad y estabilidad de los vinos, constituyendo uno de
los principales factores de incidencia en las pérdidas econémicas en la produccion de
vinos. El dafio mas importante es cualitativo debido a las modificaciones en la
composicion de las uvas infectadas. Las secreciones de enzimas oxidativas (ej.
lacasa) oxidan compuestos fendlicos rapidamente en quinonas. La oxidacién
controlada conduce a la “maduracion” del vino, pero cuando la oxidacion es rapida o
completa se compromete la calidad del producto visual y gustativo (Ribereau-Gayon,
Dubourdieu, & Doneche, 2006;Dewey et al. 2008; Jackson & Lombard, 1993;Vercesi

et al., 2014) y la estabilidad del vino.
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Importancia de la vitivinicultura en Uruguay

Dentro de América del Sur, Chile, Argentina y Brasil son los principales productores
de vino y Uruguay se encuentra en el cuarto lugar. La historia de la vitivinicultura en
Uruguay tiene mas de 150 afios y en los ultimos afios ha apostado a la produccion de
vinos de calidad y alta gama. La uva Tannat se ha consolidado como la principal
variedad de nuestro pais por su buena adaptacion al suelo y al clima (INAVI,

www.inavi.com.uy 3/5/2018).

El vino uruguayo ha logrado abrir sus puertas para ingresar en el mundo de la
competencia de la calidad internacional del vino, siendo consumido en mas de 30
paises, donde los mas importantes son Brasil, Polonia, Canada, México, EEUU,
Francia y Reino Unido. La participacion de los vinos uruguayos en los grandes
concursos mundiales, en particular en bienales Internacionales desde hace méas de
20 afios, signific6 144 medallas obtenidas por 31 bodegas Uruguayas (INAVI,

www.inavi.com.uy 3/5/2018).

Uruguay tiene un area vitivinicola reducida comparado con los paises vecinos, por lo
gue es la vitivinicultura una importante rama en la produccion agricola uruguaya,
donde se cuenta con casi 6343 hectareas de vifiedos (afio 2018) de éptima calidad
enoldgica con una produccion media anual de 67 millones de litros de vino (afio 2017).
Los vifledos estan fundamentalmente en manos de pequefios a medianos
productores de uva y vino en su mayoria empresas familiares que han trabajado en

el rubro por mas de tres generaciones (INAVI, www.inavi.com.uy).

Dadas las caracteristicas climaticas del Uruguay es frecuente la ocurrencia de
podredumbres de racimos de la uva. Segun los registros que dispone el grupo de

vitivinicultura de la Facultad de Agronomia desde 1996, se ha confirmado la
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podredumbre de racimos en el 90% de las uvas en parcelas susceptibles, que en
promedio sobre la totalidad del vifiedo nacional, implicaria pérdidas de 9 millones de
dolares (Ferrer et a., 2011;Ferrer & Gonzalez-neves, 2014). En los ultimos afios las
cifras de produccién de vino en nuestro pais han sido irregulares, debido a la
ocurrencia de eventos climaticos tales como granizos, exceso o falta de
precipitaciones y el llamado “efecto afio” que repercute en afios posteriores, no

solamente cuando suceden (Nair et al., 1995).

Los prondsticos climaticos prevén un aumento de la variabilidad temporal y aumento
de la ocurrencia de eventos climéaticos extremos (Jones et al., 2005), los cambios
asociados al cambio climético en la calidad de la uva plantearan un desafio para las
vinificaciones y la calidad final del vino en el futuro, en particular sobre la expresion
de la uva, aromas, estabilidad microbioldgica, quimica y equilibrio sensorial (Mira de

Orduia, 2010).

Debido a las serias pérdidas econdmicas pre y post cosecha provocadas por B.
cinerea (Ayoub et al., 2017) surge la necesidad de disponer de herramientas para
contrarrestar con anticipacion el riesgo potencial de desarrollo de esta enfermedad.
Las estrategias y medidas de control para B. cinerea, se basan en la combinacion de

practicas culturales y métodos quimicos (Filinger & Walker, 2016; Gepp et al., 2012).
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Tipos de control

Practicas culturales

Las précticas culturales utilizadas hoy en dia son la destruccion de fuentes de in6culo
antes y después de la cosecha. En la planta, se aplican medidas como el deshojado
parcial para disminuir la densidad del follaje permitiendo la circulacion de aire y
disminuyendo la humedad durante el desarrollo de los racimos (Nair et al., 1995),
desbrotados, reduccién de cosecha mediante podas, descompactacion y raleo

manual de racimos (Molitor et al., 2011; Tardaguila et al., 2012).

Control Quimico

La mayoria de los métodos quimicos, se basan en aplicaciones preventivas de
fungicidas en determinados momentos del ciclo de la vid. Es la estrategia mas
utilizada para controlar la colonizacion de este hongo en los vifiedos siendo el medio
principal de proteccion eficiente y confiable contra B.cinerea (Filinger & Walker, 2016).
A través de los afios se han desarrollado fungicidas especificos llamados botrycidas

(Ayoub et al., 2017).

Algunos fungicidas pueden ser fitotoxicos, generar problemas ambientales, de salud
y desarrollar resistencia en patdgenos (Sesan et al., 2015; Gepp et al., 2012). La
resistencia, entendida como la capacidad adquirida de un microorganismo para crecer
en presencia de un compuesto al que habitualmente era sensible, hace a este hongo
considerablemente riesgoso a la hora de desarrollar resistencia a fungicidas debido
a su corto ciclo de vida y su reproduccion asexual, que permite rapidas mutaciones

en el sitio de accion del fungicida dentro del patégeno (Pokorny et al., 2016). La mala
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aplicacion, el uso excesivo de fungicidas y la alta variabilidad genética de B.cinerea,
ha llevado al surgimiento de cepas resistentes a benzimidazoles, dicarboximidas,
anilinopirimidinas, hidroxianilidas (Veloukas et al., 2011) y se ha convertido en una

amenaza para los productores (Kim et al., 2016).

La aplicacion de fungicidas debe darse en momentos clave del desarrollo de la
enfermedad, siendo indispensable la primer aplicacion en la floracion y la segunda
entre envero y maduracion (Campia et al., 2017), estados fenoldgicos que se
caracterizan por presentar un mayor riesgo infeccién. Teniendo en cuenta la
interaccién de la planta con el fungicida, esto se clasifican a en fungicidas de contacto
o fungicidas sistémicos. Los fungicidas de contacto son de accién multiple, es decir,
pueden afectar al mismo tiempo varias funciones celulares del patdégeno. Estos
fungicidas forman una barrera protectora sobre la superficie de la planta impidiendo
la germinacion de las esporas, ocasionando su muerte después de la germinacion y
antes que el tubo germinativo haya penetrado en los espacios intercelulares del
hospedero. Al permanecer sobre la superficie de la planta, estan sujetos a la
degradacion por la luz y a ser lavados por las lluvias. Son fungicidas de caracter
preventivo que solo protegen la zona donde fue aplicado el producto ya que tienen
poco movimiento sobre la superficie de la planta, por lo que son ineficaces en

infecciones ya establecidas (Acufia, 2008).

Por otro lado, los fungicidas sistémicos son absorbidos por la planta a través de los
estomas de las hojas o por las raices y se translocan dentro de la planta. Estos evitan
el desarrollo de enfermedades en los sitios de aplicacién y aun en sitios donde no se
aplicé el producto e inhiben varias etapas metabdlicas del patégeno. A diferencia de
los fungicidas de contacto, no estan expuestos a la degradacion por agentes
ambientales y son mas efectivos debido su capacidad de penetracion y translocacion.
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La principal desventaja de estos productos es la rapidez con la que aparecen cepas

resistentes (Acufia, 2008).

En la actualidad se cuenta con un amplio espectro de fungicidas y segun la FRAC (en
inglés: Fungicide Resistance Action Committee) los fungicidas se distinguen en
grupos segun su modo de accion bioquimico en las vias biosintéticas de los
patdgenos. En este sentido, se encuentran los fungicidas que inhiben el metabolismo
energético a nivel de la respiracion celular; los que interfieren con la sintesis de acidos
nucleicos, la sintesis de lipidos o transporte, sintesis de la melanina en la pared
celular, biosintesis del esterol de membrana, biosintesis de la pared; los que afectan
estructura celular como la integridad de la membrana o su funcion, el citoesqueleto y
las proteinas motoras; los inductores de defensa de la planta hospedera, los

biolégicos de accién multiple y los quimicos de actividad multisitio (FRAC, 2017).

Fungicidas usados en el control de B.cinerea

Entre los grupos quimicos comunmente disponibles para el control de B.cinerea se
encuentran los siguientes: hidroxianilidas (fenexamida), anilinopirimidinas (cyprodinil),
piridin carboxamidas (boscalid), fenilpirroles (fludioxonil), triazoles (tebuconazole),

benzamida (fluopiram), metoxi-carbomatos (pyraclostrobin) (FRAC, 2017;
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Rosslenbroich & Stuebler, 2000). El uso de mezclas de ingredientes activos se
introdujo con el proposito de evitar el desarrollo de resistencias especificas
combinando ingredientes activos con distintos sitios de accion. Dentro de estos se
encuentran cyprodinil + fludioxonil, boscalid + pyraclostrobin y terbuconazole +

fluopiram.

Boscalid + Pyraclostrobin (BELLIS®)

El producto mezcla de boscalid y pyraclostrobin, pertenecen al grupo quimico de las
piridin carboxamidas y las metoxi-carbomatos repectivamente. Se trata de dos
fungicidas quimicamente diferentes con diferentes sitios de accion pero ambos actian

inhibiendo la respiracion celular.

e Inhibidores de la respiracion celular

Boscalid pertenece al grupo quimico de las piridin carboxamidas, forma parte del
grupo de los inhibidores del complejo succinato deshidrogenasa (SDHI), complejo Il
Esta enzima juega un papel crucial en la obtencion de ATP en el ciclo de Krebs y en
el transporte de la cadena de electrones mitocondrial, por lo que su inhibicién
conduce a un bloqueo en la respiracion celular (Filinger & Walker, 2016; FRAC ,
2017). Tiene accion sistémica, y su modo de accién esta asociado con la inhibicién
de la germinacién de esporas, inhibicion de la elongacion del tubo germinativo,

inhibicién del crecimiento micelial y esporulacién del hongo (Myresiotis et al., 2008)

El Piraclostrobin pertenece al grupo quimico metoxi-carbomatos (FRAC, 2017) y es
un metabolito producto del metabolismo secundario de hongos Basidiomycetes como

Strobilurus tenacellus (Filinger & Walker, 2016). Este forma parte del grupo de los
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inhibidores del complejo de citocromo Il bcl llamados Qols (en inglés: Quinone
outside inhibitors) y el mecanismo de accion consiste en inhibir la cadena respiratoria
por unién en el sitio Qo del citocromo b, causando el bloqueo del transporte de
electrones (Myresiotis et al., 2008). ). En consecuencia, se afecta la inhibicién de la

germinacién de esporas, el desarrollo del tubo germinativo y la esporulacion.

Ciprodinil + Fludioxonil (SWITCH ® Syngenta).

Este fungicida pertenecen al grupo quimico de las anilinopirimidinas los cuales
interfieren en la sintesis de proteinas como de aminoacidos y los fenilpirroles que

actian en la traduccion de sefiales (FRAC, 2017).

¢ Inhibidores de la sintesis de amino acidos

Dentro del modo de accién de las anilinopirimidinas, la inhibicion de la biosintesis de
metionina (Filinger & Walker, 2016), y la secrecion de enzimas hidroliticas como
cutinasas, lipasas, celulasas y proteasas (Rosslenbroich & Stuebler, 2000) hacen que
ciprodinil no afectan la germinacion de las esporas, pero inhiba la elongacion del tubo
germinal y el inicio del crecimiento micelial de B. cinerea, al menos in vivo
(Rosslenbroich & Stuebler, 2000). El uso de este producto es recomendado como

fungicida preventivo y presenta actividad protector.

e Inhibidores de la seiales de transduccién osmoética

Los fenilpirroles son analogos estructurales del compuesto antifungico natural
pirrolnitrina (Filinger & Walker, 2016), un antibiético producido por especies de
Pseudomonas (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). Dentro de este grupo se encuentra

el fludioxonil, inhibiendo la histidina quinasa en la traduccién de sefiales osmoéticas
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(FRAC, 2017) e induciendo alteraciones morfoldgicas de los tubos germinales. Esto
provoca una inhibicién en la germinacion de las esporas, en la elongacion del tubo

germinativo y en el crecimiento del micelio (Filinger & Walker, 2016).

Fenexamida (TELDOR ®, Bayer CropScience)

e Inhibidor en la biosintesis del ergosterol

Dado que el ergosterol es un tipo de esterol caracteristico y especifico de los hongos
y es el mayor esterol presente en las membranas de la mayoria de ellos, su biosintesis
constituye un blanco objetivo importante para los fungicidas generales (Filinger &

Walker, 2016).

Fenexamida pertenece al grupo quimico denominado hidroxianilidas, actta inhibiendo
la biosintesis del ergoesterol de membranas por inhibicion de la 3-ceto reductasa de
la posicion C4 en la desmetilacion conduciendo a la inhibicién de la elongacién del
tubo germinativo, del crecimiento del micelio (Rosslenbroich & Stuebler, 2000) y a la
acumulacion de compuestos intermedios téxicos (FRAC, 2017; Filinger & Walker,
2016). Es un fungicida de contacto, cuando se aplica a conidios de B. cinerea,
fenexamida inhibe la germinacién solo a concentraciones altas (Rosslenbroich &
Stuebler, 2000). Poco después de la iniciacidn de germinacion, los tubos germinativos
se detienen, mostrando estructuras granulares en el citoplasma (Weber et al., 2011)
y las esporas y los tubos germinales colapsan, muriendo antes de que sea capaz de
penetrar la superficie de la planta (Bach et al., 2001; Rosslenbroich & Stuebler, 2000).
Este fungicida es de facil degradacion presentando un favorable perfil toxicologico y

comportamiento ambiental (Bach et al., 2001).
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En el monitoreo de rutina, las cepas de B. pseudocinerea se pueden reconocer
facilmente, particularmente en la prueba de crecimiento micelial debido a su

resistencia natural al fenexamida (Walker et al., 2011)

Tebuconazol + Fluopiram (Luna® BAYER®, CropScience)

e Inhibidor en la biosintesis del ergosterol

Tebuconazol es un fungicida de accion translaminar y sistémica que pertenece al
grupo quimico de los triazoles. Su modo de acciéon es la inhibicion de la ruta
biosintética del ergosterol, afectando la biosintesis de los esteroles de membrana

(FRAC, 2017; Filinger & Walker, 2016).

e Inhibidores de la respiracion celular

Fluopiram pertenece al grupo quimico piridiniletiibenzamidas y forma parte del grupo
de los inhibidores del complejo succinato deshidrogenasa (SDHI) de la cadena

respiratoria fungica (FRAC, 2017).

Extracto de Melaleuca alternifolia (Timorex Gold® Lanafil)

Este fungicida también conocido como extracto del arbol de té, es de origen natural
preventivo y curativo, perteneciente al grupo quimico de los hidrocarburos y alcoholes
de terpeno. Es un fungicida biol6gico que altera la barrera de permeabilidad de las
estructuras de membrana de organismos vivos, se propuso que afecta la sintesis y

el transporte de los lipidos de membrana distorsionando la integridad de la misma
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provocando la inhibicion del desarrollo de la germinacion de las esporas, y la

inhibicién del crecimiento del micelio (FRAC, 2017).

El aceite esencial de Melaleuca alternifolia, es también cominmente utilizado con
fines terapéuticos, con fines antiinflamatorios y antibacterianos (Hammer, Carson, &

Riley, 2003).

Hipotesis:

Las poblaciones de Botrytis de los vifiedos de uva Tannat son heterogéneas,
existiendo diferencias en la sensibilidad a los diferentes fungicidas que se utilizan para

su control.

Objetivos
Objetivo general

e Evaluar la sensibilidad “in vitro” de cepas nativas de Botrytis cinerea obtenidas

de uvas Tannat frente a diferentes productos fungicidas usados para su control.
Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de diferentes productos comerciales de uso comun sobre la
germinacion de conidios de diferentes aislamientos de B. cinerea.

e Establecer silos productos utilizados presentan accion fungicida o fungistatica.
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e Determinar la concentracion de inhibicion del crecimiento micelial de un
fungicida seleccionado, y comparar con las dosis habitualmente usadas en

viiledos.

Materiales y Métodos

1. Evaluacion del efecto de productos fungicidas sobre la germinacién de conidios de

diferentes cepas de B. cinerea.

1.1 Evaluacion por halo de inhibicién

Se seleccionaron 14 aislamientos de B.cinerea obtenidos de uvas Tannat,
provenientes de parcelas con distintos tratamientos con fungicidas, en un vifiedo
comercial localizado en la zona de Joanico, Departamento de Canelones. Cada uno
de los catorce aislamientos de B. cinerea fueron inoculados a partir de cultivos
monosporicos a placas de Petri conteniendo agar papa dextrosa (PDA). Se incubaron
en estufa a 24 +/- 1 °C durante 5 dias. Una vez crecidos, se verifico la identidad de
Botrytis por sus caracteres morfoldgicos bajo el microscopio realizando preparados
montados con tincion de lactofenol-azul de algodon, utilizando la clave de Barnett y

Hunter (1998) (Figura 4).
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Figura 4.Caracteristicas macroscopicas(A) y microscépicas 10x (B) de B.cinerea en medio, Fotos tomadas del
autor.

Cuando el hongo estaba suficientemente esporulado se adicionaron 5ml de agua
destilada estéril en cada una de las cajas de Petri y con ayuda de un asa de Drigalski
estéril se removieron las esporas de la superficie, se realizé el recuento de las esporas
en camara de Neubauer y se ajusté a una concentracion de 10°conidios /ml. Se
sembraron 250 pl de esta suspension en la superficie de placas de Petri con medio
PDA para asi obtener un tapiz uniforme de esporas. Se colocaron de forma
equidistante 3 discos de papel de filtro estériles de 0.5 cm de didmetro embebidos en

10 pl de cada fungicida.

Los productos comerciales y sus compuestos activos que se evaluaron en este trabajo
son los siguientes: Teldor de Bayer (50% fenexamida), Bellis de BASF (25,2%
boscalid + 12,8% piroclostrobina), Switch de Syngenta (37,7% ciprodinil + 25%

fludioxonil), Luna de Bayer (17,7% tebuconazol + 17,7 % fluopiram), Syngenta
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(producto experimental), Timorex gold de Lanafil (extracto de Melaleuca alternifolia,

producto organico).

Todos los productos fueron resuspendidos en agua esterilizada en un Erlenmeyer.
Se utilizaron las dosis recomendadas por los productores para cada producto
comercial siendo para fenexamida y boscalid+pyraclostrobin una concentracién de
3300ug/ml, para ciprodinil + fludioxonil una concentracién de 4400 pg/ml, para el
producto Syngenta experimental, 4,4 ul/ml, tebuconazol + fluopiram, 3,3 pl/ml y el
extracto de Melaleuca alternifolia una concentracion de 4,4 pl/ml. Se incubé en la
estufa a 24° +/- 1°C por 4 dias. Al cuarto dia se observaron las placas, se determino
la presencia de halo de inhibicién y se midieron los halos tomando como punto de
referencia el centro del disco y expresandose en cm. Se tomaron 2 medidas, se
calculé media y desvio estandar. Se observé minuciosamente la zona de inhibicion
bajo el microscopio, para evaluar la presencia o ausencia de tubo germinativo en los
conidios. Se utilizé el programa DinoCapture 2.0 y con un objetivo de x10 se observé
y fotografio la presencia o ausencia de tubo germinativo para los distintos aislamientos
de B.cinerea frente a los diferentes productos y se comparé con un control sin

fungicidas.

1.2 Evaluacion del efecto fungicida

Para evaluar el efecto fungicida se transfirieron con aguja estéril las esporas de la
zona de inhibicién a placas conteniendo medio PDA sin fungicida y se incubo en
estufa a 24 +/- 1°C durante 3 dias. Ademas se cort6 un disco con sacabocados de

vidrio estéril de 0,5 cm de didmetro en la zona de inhibicién y se transfirié a palcas
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conteniendo medio PDA sin fungicida. Las mismas se incubaron en estufa y luego de
48 horas se observo si habia desarrollo de micelio. En los caso que hubo crecimiento
micelial se considerd que el producto presenté accion fungistatica (provocando una
inhibiciébn temporal de la germinacion y el crecimiento fungico), mientras que en
ausencia de crecimiento micelial, se consideré al producto con accion fungicida,
debido a la pérdida de viabilidad de las esporas o del tubo germinativo una vez

expuestos al producto.

2. Determinar la concentracion de inhibicién del crecimiento micelial de Switch® de

Syngenta (ciprodinil + fludioxonil) y comparar con las dosis habitualmente usadas en

vinedos.

Ciprodinil + fludioxonil es un fungicida de uso comun para el control de Botrytis por lo

cual es util para la comparacion de los resultados obtenidos. La seleccion de Switch®
fue en base a los resultados obtenidos en los primeros ensayos, la presencia de
inhibicion total de la germinacion de los conidios de todos los aislamientos, y su

mantenimiento de inhibicién en el tiempo.

Se seleccionaron 3 aislamientos de B.cinerea en base a la sensibilidad de sus
esporas frente a los productos evaluados, una que presento baja sensibilidad (B71),
una de sensibilidad intermedia (B33) y una de sensibilidad alta (B49). Se evalud el
crecimiento del micelio en medio de cultivo con diferentes concentraciones del
producto fungicida y se comparo con un control creciendo sin fungicida. Se calculo el

porcentaje de inhibicion micelial para cada una de los aislamientos.

27



Se prepar6 PDA incorporando el producto fungicida en las siguientes
concentraciones: 4400ug/ml, 4,4 ug/ml 4,4x1073 ug/ml y 4,4x10°° pg/ml. Las
diluciones fueron realizadas con agua destilada estéril, obteniéndose un volumen
final de 100 ml de solucion de producto. Se adicioné el fungicida en el medio de
cultivo fundido y termostatizado a 45°C para evitar inactivar cualquier componente del
principio activo del producto, se homogenizo y se repartio en placas de Petri de 9 cm
de didmetro. En el centro de cada placa se colocé un disco de PDA de 5 mm de
diametro contendiendo micelio de los aislamientos de B. cinerea seleccionados,
previamente crecidas durante 4 dias 25 ‘C en medio PDA. Como testigo se empled
medio PDA sin fungicida. Todas las placas sembradas fueron incubadas a 25°C
midiendo el didmetro de crecimiento en (cm). La evaluacién concluyd cuando el
micelio del patégeno cubrid totalmente la placa del testigo. Se realizaron 3 réplicas

por tratamiento.

La inhibicién del crecimiento del micelio fue calculado como:

% IM = CML-CMI « 100

CML (Ayoub et al., 2017).

Disco de micelio
4 dias

Testigo Crecimiento micelial infuenciado
CMI cMI

%IM=Porcentaje de Inhibicién de crecimiento micelial
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CML=Crecimiento micelial libre, diametro de crecimiento (cm) de B. cinerea en el

testigo

CMI=Crecimiento micelial influenciado, diametro de crecimiento (cm) de B. cinerea

con el fungicida

A partir de valores de los porcentajes de inhibicion micelial se estimé la concentracion
efectiva media (ECs,), es decir, la concentracion que causa el 50 % de inhibicion del
crecimiento del micelio y la concentracion efectiva para obtener un 90% del control

del hongo (ECy,) con analisis Probit utilizando el programa IBM SPSS Statistics v.23.

Analisis estadisticos

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) unifactorial para determinar si existian
diferencias significativas en la inhibicion de la germinacion de los conidios entre los
tratamientos (p<0,05) con los datos obtenidos en la evaluacion de los halos de
inhibicién. A su vez, se determiné la existencia de diferencias significativas en la
germinacién de los conidios entre las cepas de B. cinerea para un tratamiento
(producto) dado. Para aquellos tratamientos que mostraron diferencias significativas

se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey HSD (p<0,05).

Para determinar si habia diferencias significativas en el crecimiento de las cepas de
B. cinerea seleccionadas en presencia de distintas concentraciones de ciprodinil +
fludioxonil (Switch®) se realiz6 un ANOVA. Para estimar el ECs, y ECy, del fungicida
se realiz6 el analisis Probit y se uso el programa IBM SPSS Statistics v.23.
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Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa IBM SPSS

Statistics v.23 (https://spss.softonic.com)

Resultados

1.1. Evaluacién por halo de inhibicién

Todas las cepas nativas de B. cinerea evaluadas en este trabajo mostraron

sensibilidad a los productos fungicidas, a excepcion del extracto M. alternifolia.

Se observaron diferentes efectos de los productos evaluados sobre B.cinerea (Figura
5). El producto Syngenta, fue el que presentd mayor halo de inhibicion frente a los 14
aislamientos, seguido por el producto fenexamida y en tercer lugar la mezcla
ciprodinil + fludioxonil. Por su parte, los compuestos mezcla boscalid +pyraclostrobin
y tebuconazol + fluopiram no presentaron diferencias significativas entre ellos y
presentaron un halo de inhibicién significativamente menor respecto a los productos
anteriores, para 9 de los 14 aislamientos. El extracto de M. alternifolia, fue el que
presentd la menor inhibicion de la germinacién de los conidios con respecto a los
demas productos evaluados (Anexo) (Figura 5, Figura 6). Los compuestos mezcla
boscalid + pyraclostrobin y tebuconazol + fluopiram no presentaron halo de inhibicion
definido para aislamientos B11, B32, B68, B69, B71, sino un micelio restringido. Por
otra parte se observo que el efecto los productos Syngenta, fenexamida y ciprodinil
+ fludioxonil persistia en el tiempo durante 6 dias (Figura 8), manteniendo la inhibicion

las mismas dimensiones.

30
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Figura 5. Efecto de los 6 productos evaluados sobre 3 aislamientos de B. cinerea.l: B67, 2: B49, 3: B63. Se

observan los discos de papel y la presencia o ausencia de halo de inhibicion de crecimiento de los aislamientos.

31



3,00
a
1
| -

£
o
'
c - b
S 2,00
o 1
) =
£
=
Q
o c
w
3 T
<
T 1

1,00 d

d
e
0,00 T T T
Syngenta ciprodinil+fludioxonil tebuconazol +fluopiram |
fenexamida boscalid+pyraclostrobin Melaleuca Alternifolia
Tratamientos

Figura 6. Promedios de los halos de inhibicién de los 14 aislamientos de B.cinerea frente a cada tratamiento. Los valores seguidos
por distinta letra en la columna presentan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).

Se observaron diferencias significativas entre las respuestas de algunos aislamientos
evaluados para un mismo producto (Figura 7). Se observdé ademas que, dentro del mismo
aislamiento, existen diferencias para cada producto. Todos los aislamientos sometidos al
producto experimental de Syngenta y al producto fenexamida presentaron una alta sensibilidad

(Figura 7A y B). Los aislamientos B11, B32, B68, B69 y B71 no presentaron halo de inhibicion
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definido para los compuestos mezcla boscalid + pyraclostrobin y tebuconazol + fluopiram sino

un micelio restringido. (Figura7DyE).
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Figura 7. Medidas del halo de inhibiciéon para cada aislamiento de B. cinerea frente a los diferentes productos; A: Syngenta
experimental, B: fenexamida, C: ciprodinil+ fludioxonil, D: boscalid + pyraclostrobina, E: tebuconazol+fluopiram, F: Extracto de
M.alternifolia. Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).

1.2 Evaluacion del efecto fungicida

Todos los tratamientos presentaron efecto fungicida excepto Melaleuca alternifolia.

Se determiné que los productos, fenexamida, el producto experimental de Syngenta
y ciprodinil + fludioxonil presentaron un 100 % de actividad fungicida frente a los 14
aislamientos, debido a que no hubo crecimiento al transferir las esporas expuestas al
producto a un medio de cultivo PDA sin fungicida, luego de 3 dias de incubacion
(Figura 8). El efecto del extracto de M. alternifolia sobre la germinacion de los conidios
luego de la siembra en medio de cultivo PDA, fue evaluado solo para los aislamientos
B67 y B63, dado que fueron los Unicos que mostraron algo de sensibilidad hacia el
producto. El efecto de M. alternifolia se considerdé fungistatico ya que hubo crecimiento

luego de sembrarlos en PDA.

Los productos mezcla boscalid +pyraclostrobin y tebuconazol + fluopiram presentaron

un 100 % de actividad fungicida en 9 de los 14 aislamientos, debido a que B11, B32,

B68, B71 mostraron una restriccion del micelio (Figura 8)
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Figura 8. Efecto fungicida y fungistatico, Izquierda halos de inhibicion micelial frente a los distintos productos,
Derecha transferencia con aguja estéril y bloque de agar de las esporas en la zona de inhibicién a placas
conteniendo medio PDA e incubacién en estufa a 24 +/- 1°C durante 3 dias.

Los fungicidas Syngenta (experimental) y ciprodinil+fludioxonil impidieron la
germinacion de las esporas de B. cinerea, mientras que, en presencia de fenexamida,
tebuconazol+fluopiram y boscalid+piraclostrobina se observé la formacion de tubo
germinativo pero se inhibié la elongacion del mismo y se produjo la pérdida de

viabilidad (Figura 9).

fenexamida Control

ciprodinil + fludioxonil Control

Figura 9. Formacion y elongacion del tubo germinativo observado bajo el microscopio x10 luego de 4 dias de
incubacion. Esporas evaluadas con ciprodinil+fludioxonil : no germina ,fenexamida: si germinan. Control se
observé luego de un dia de plaqueada la espora.
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1.3 Determinacion de la concentracién efectiva de inhibicién del crecimiento micelial

del fungicida ciprodinil + fludioxonil.

Con respecto a la inhibicién del crecimiento micelial, producido por el producto
fungicida ciprodinil + fludioxonil, en la concentracion de 4400ug/ml (concentracion
recomendada) utilizada en campo, los aislamientos B33 B49 B71 resultaron ser
sensibles y no presentaron crecimiento del micelio. A partir de la concentracion
4,4x1073 y 4,4x107° pg/ml de ciprodinil + fludioxonil, los aislamientos B33 B49 B71
mostraron crecimiento micelial, presentando los menores porcentajes de inhibicion,
siendo nulo en el aislamiento B71. Para cada uno de los aislamientos, no se observan
diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del micelio de los tratamientos

descriptos.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial con respecto al testigo (T) de 3 aislamientos de B.
cinerea seleccionados expuestos a cuatro concentraciones de ciprodinil+ fludioxonil luego de 4 dias de
incubacion.

., . Porcentaje de
Concentracion Crecimiento J

Aislamiento (ug/ml) micelial (cm) |nh|b|C|(()(;))m|ceI|aI
B33 0 T 8,22+0,45 0
4400 Cr 0,00+0,00 100a
4.4 1,01+0,88 87,63a
4,4x1073 7,90+0,17 3,89b
4.4x10°® 7,95+0,18 3,28b
B49 0 T 8,6+0,22 0
4400 Cr 0,00+0,00 100a
4,4 1,77+0,88 79,46b
4,4x1073 7,43+0,14 13,56¢
4.4x10°° 7,96+0,23 7,36¢
B71 0 T 8,6+0,00 0
4400 Cr 0,00+0,00 100a
4.4 2,75+0,25 68,02b
4,4x1073 8,6+0,00 Oc
4,4x10°° 8,6+0,00 oc

T: Testigo: Crecimiento del micelio en ausencia de ciprodinil+fludioxonil. Cr: concentracion recomendada. El
crecimiento micelial se expresa como la media * el desvi6 estandar de tres réplicas. Los porcentajes de inhibicidén
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micelial para cada aislamiento, seguidas de diferente letra indican que existen diferencias significativas entre
ellos, de acuerdo a la prueba de Tukey (HSD) (p<0.05).

A partir del andlisis probit, se determind la concentracion efectiva media de cirprodinil

+ fludioxonil, fue de 0.66 pg/ml (ECso) y la concentracion efectiva para inhibir el 90%

del crecimiento del micelio (ECo0), fue de 16,03 pg/ml (Anexo).
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Discusion

Los datos aportados en este estudio permiten afirmar la existencia de diferencias en
la sensibilidad de los diferentes aislamientos de B.cinerea frente a distintos productos
fungicidas comerciales recomendados para su control en campo en Uruguay. Los
resultados obtenidos sugieren que todos los productos evaluados en este trabajo
son eficaces para el control del patdgeno en condiciones in vitro excepto el producto
organico extracto de Melaleuca alternifolia. No se encontraron aislamientos de
B.cinerea resistentes para ninguno de los fungicidas evaluados. Si bien todos los
aislamientos fueron sensibles, se encontraron variaciones en las respuestas de los
aislamientos a un mismo producto, demostrando que existe variabilidad en la
poblacion, hecho que es frecuente dado que se trata de una especie que presenta
reproduccion asexual. El producto que presentd mejores resultados para el control de
este patdégeno es el experimental de Syngenta. Estos resultados concuerdan con lo
observado a campo por Alonso et al. (2016) en estudios de campo sobre parcelas
experimentales donde se aplicaron los mismos productos y se evalud incidencia y
severidad de podredumbres por Botrytis sp. en racimos. En Uruguay el producto
experimental de Syngenta no esta disponible en el mercado, por lo que a partir de
estos resultados seria recomendable su incorporacién al mercado local. El otro
fungicida que mostr6 gran eficiencia fue la fenexamida. Este fungicida es clave a la
hora de diferenciar los genotipos de las dos especies simpatridas B.cinerea y B.
pseudocinerea ya que los mismos no presentan caracteres morfoldgicos
significativamente distintas para su diferenciacion y una de las pocas evidencias que
confirmd que son dos especies distintas fue la diferencia encontrada en la especie B.

pseudocinerea que presenta resistencia natural al fungicida fenexamida (Walker et
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al., 2011). Los aislamientos analizados corresponderian a Botrytis cinerea sensu
stricto, ya que en ninguno de los 14 aislamientos se evidencidé resistencia a
fenexamida, estos resultados coinciden con los encontrado por Del Palacio et al.,
2017, donde se analizaron las caracteristicas genéticas de los aislamientos utilizados

en este trabajo concluyendo que son de B.cinerea sensu stricto.

El tercer producto que mostré muy buenos resultados para el control de las cepas
nativas de B. cinerea es ciprodinil + fludioxonil. Los compuestos mezcla boscalid
+pyraclostrobin y tebuconazol + fluopiram mostraron menor eficiencia y no
presentaron diferencias significativas entre ellos. El extracto de Melaleuca alternifolia
mostro escaso efecto frente a los distintos aislamientos, estos resultados coinciden
con los encontrados por Alburqueque & Gusqui, 2018 donde evaluaron la eficacia
del extracto de M.alternifolia sobre el crecimiento de B.cinerea y encontraron que
este provocaba el menor porcentaje de inhibicion micelial (35%) para Botrytis
comparados con la eficacia de otros fungicidas quimicos para el control in vitro de

diferentes fitopatdgenos en condiciones controladas.

La utilizaciéon de productos quimicos de sintesis es el sistema mas utilizado para el
control de las podredumbres fangicas, pero actualmente cada vez son mayores los
problemas de orden higiénico-sanitarias que éstos plantean, ya que los fungicidas se
presentan como potenciales agentes oncogénicos cuando son aplicados en las frutas
y verduras (Vifias et al., 2006). La proximidad temporal entre la aplicacion de los
fungicidas y el consumo del producto es un grave problema que hay que abordar

para evitar el efecto de los residuos quimicos en la salud humana.

Si bien los resultados obtenidos en este trabajo y por otros autores muestran que el

extracto de M. alternifolia es menos eficiente que los fungicidas sintéticos para el
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control de B.cinerea, podria ser utilizado como tratamiento complementario en
momentos cercanos a la cosecha donde la aplicacion de fungicidas de sintesis no es

recomendada por los residuos que pueden permanecer en la fruta.

Se pudo observar que todos los productos evaluados (excepto el extracto de
Melaleuca alternifolia) tienen efecto “cida” en las concentraciones recomendadas,
denominandolos entonces como fungicidas. Este patdogeno presenta un alto flujo
genético debido a su distribucion geogréfica, su variedad de elementos
extracromosOmicos y a su amplio rango de hospedantes (Distribucion y Utilizacion
de Plaguicidas Directrices sobre la Prevencién y Manejo de la Resistencia a los
Plaguicidas, 2012). Todas estas caracteristicas han hecho a Botrytis un patégeno
muy exitoso, teniendo en cuenta las grandes pérdidas generadas por este
fitopatogeno, la industria en su basqueda de eliminar los problemas causado por el
mismo, ha incrementado la frecuencia en la aplicacion de fungicidas o el uso
inapropiado de las dosis lo que lleva a la generacion de resistencia frente a estos
fungicidas. Por lo que surge la necesidad de evaluar en forma continua los diversos
productos que tengan capacidad de ejercer un efectivo control sobre este hongo.
Aungue ya estén catalogados como tales, es de gran utilidad volver a evaluar su

efecto en cepas nativas de Botrytis sp.

La germinacion de las esporas frente a fenexamida, boscalid + pyraclostrobina y
tebuconazol + fluopiram no se vio afectada ya que en todos los casos se observo
germinacién de las mismas. Esto difiere de lo observado por Rosslenbroich vy
Stuebler, 2000 donde se plantean que para el fenexamida la germinacién de esporas
es inhibida cuando se aplican concentraciones relativamente altas. Por otro lado, se
corrobord que son fuertes inhibidores de las etapas de desarrollo del tubo germinativo
de Botrytis sp.

41



La ausencia de germinacion de las esporas frente al fungicida ciprodinil + fludioxonil
concuerda con lo encontrado por Rosslenbroich & Stuebler, 2000. Dentro de la familia
de las anilinopirimidinas, que es representada por el cyprodinil en este experimento,
se ha descripto que no afectan la germinacion de la espora, pero inhiben la elongacion
del tubo germinativo y el crecimiento micelial de B. cinerea, al menos in vivo por lo
gue la caracteristica o propiedad de inhibir la germinacion de las esporas estaria dada
por el fungicida fludioxonil perteneciente a la familia de los fenilpirroles (Kim et al.,

2016).

La variabilidad presentada entre los distintos aislamientos, frente a un mismo producto
se puede interpretar de distintas maneras. Segun Grindle (1979), la variabilidad se
explica principalmente por la anastomosis que pueden producirse entre las hifas del
hongo y que dan lugar a células multinucleadas y generalmente heterocarioticas. En
estudios realizados en Francia se estableci6 que dependiendo del genotipo, el
comportamiento del patdégeno puede variar. Los aislamientos genotipo transposa se
comportan de manera mas estable y uniforme durante todo el afio incrementando su
potencial patogénico durante la cosecha (Martinez et al., 2003). Se asocian
preferentemente a infecciones del racimo mientras que los aislamientos genotipo
vacuma se presentan como una poblacibn mas heterogénea, menos estable y
asociada a infecciones de follaje, presentandose mayoritariamente al inicio de la
brotacion a la floracion de la vid y corresponderian a poblaciones migratorias (Giraud

et al., 1999, 1997; Martinez et al., 2003) .

La variabilidad genética, variedad de elementos extracromosomicos, amplio rango
de hospedantes vy la potencial recombinacion genética ocurrida en la naturaleza
podria ser una de las razones del por qué iguales estrategias de control no otorgan
los resultados esperados (Distribucién y Utilizacién de Plaguicidas Directrices sobre
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la Prevenciéon y Manejo de la Resistencia a los Plaguicidas 2012). La identificacion de
la variabilidad genética de las poblaciones de Botrytis es esencial para estudiar el
comportamiento diferencial de los genotipos con respecto a la sensibilidad a ciertos

ingredientes activos de fungicidas.

Con respecto a la inhibicion del crecimiento del micelio provocada por el producto
Switch (ciprodinil + fludioxonil), el valor de la ECyo= 16,03pg/ml obtenido en este
trabajo es similar al sefalado por Ayoub y colaboradores (2017) quienes estudiaron
la actividad anti fangica in vitro de los fungicidas SWITCH (37.5% de ciprodinil and
25% fludioxonil) y SIGNUM(26.7% boscalid y 6.7% pyraclostrobine) combinados con
acido peroxiacetico (PERACELAN®5S) donde el 100% de la inhibicion de crecimiento
del micelio fue obtenido con valores de 14.47ug/ml de SWITCH (37.5% de ciprodinil
and 25% fludioxonil) y 1.5% de PERACELAN®S. Los valores encontrados en este
trabajo son resultados de ensayos in vitro, con condiciones controladas, la evaluacion
de la eficacia de los productos en campo tiene muchas mas interferencias y resulta
mas compleja; por lo que una primera evaluacion in vitro siempre nos dirige hacia los
productos mas eficaces. Un producto que es eficaz in vitro no necesariamente lo sera
en campo pues en su actuacion influyen factores como la degradabilidad,
persistencia, etc. Sin embargo, si un producto no es util in vitro dificilmente lo serd en

campo (Gonzales, 2005).

Con la finalidad de evaluar la efectividad del producto formulado con concentraciones
mas bajas que las recomendadas y con los datos aportados en este trabajo se podria
inferir que a concentraciones mas bajas (4,4 pg/ml) que las recomendadas (4400

pg/ml) de ciprodinil+fludioxonil se logran resultados similares de inhibicion, con un
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porcentaje de inhibicibn mayor al 70%, con menos gastos de inversion de producto y
menor efecto residual. Por lo que se deberia evaluar la utilizacién de concentraciones
mas bajas en campo, contribuiria a una reduccion en la aplicacion de fungicidas y
como consecuencia reduccion en los costos de produccion y en los residuos quimicos

sobre el fruto.

Conclusiones

e Los datos sugieren que frente a un mismo grupo de aislamientos expuesto a
estos productos, el mas eficiente para inhibir la germinacion de conidios de
B.cinerea es el producto experimental de Syngenta.

e Todos los productos evaluados tienen un gran potencial para el control de
B.cinerea con las concentraciones utilizadas excepto el extracto de Melaleuca
alternifolia.

e Todos los productos quimicos evaluados presentaron accion fungicida frente
a la mayoria de los aislamientos de B.cinerea

e Todas las cepas son susceptibles a la fenexamida, lo que concuerda con que
pertenecen al Grupo Il (B. cinerea sensu stricto).

e La aplicacion del producto ciprodinil+ fludioxonil a concentraciones 3 ordenes
(4,4 pg/ml) menores a la concentracion recomendada generé un porcentaje
de inhibicién relativamente similares con respecto a la aplicacion de la
concentracion recomendada (4400 pg/ml) lo que indica que seria posible una
disminucién en las concentraciones aplicadas a campo obteniendo similares

resultados de control contra el patdogeno B.cinerea.
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Anexo

Anova v test de Tukey para los distintos fungicidas.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 53,959 5 10,792 68,839 ,000
Dentro de grupos 12,228 78 ,157
Total 66,188 83

PRUEBA DE TUKEY

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO N e d C b a

6 14 ,0786

5 14 5774

4 14 ,6531

3 14 1,1019

2 14 1,8183

1 14 2,4502
Sig. 1,000 ,996 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 14,000.

1:Singenta,2:Fenhexamida,3: ciprodinil+fludioxonil, 4:Boscalid+Pyraclostrobin,5:Tebuconazol+fluopiram, 6:extracto de
Malaleuca alternifolia




Tabla 1. Medidas de los halos de inhibicién del producto experimental de Syngenta frente a 14

aislamientos de B.cinerea

Aislamientos Syngenta
cm +  ds
B11 2,88 + 0,13bc
B33 2,16 + 0,13a
B68 2,47 + 0,15ab
B69 3,23 + 0,15c

B55 2,23 + 0,03
B72 2,5 + 0,18ab
B49 2,45 + 0,35a
B67 2,65 = 0,13ab
B63 2,27 + 0,15a
B25 2,33 + 0,15a
B66 2,23 + 0,14a
B32 2,55 + 0,09ab
B115 2,22 + 0,39a
B71 2,32 + 0,16a

Los datos son mostrados como la media de los halos de inhibicidon de tres replicas expresadas en cm + desvib

estandar. . Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3,563 13 274 9,514 ,000
Dentro de grupos ,807 28 ,029
Total 4,370 41
Test de Tukey
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
cepas |N a b c
B33 3 2,1667
B115 |3 2,2167
B66 3 2,2333
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B55 |3 2,2333
B49 |3 2,2500
B63 |3 2,2667
B71 |3 2,3167
B25 |3 2,3333
B6S |3 2,4667 2,4667
B72 |3 2,5000 2,5000
B32 |3 2,5500 2,5500
B67 |3 2,6500 2,6500
B11
3 2,8833 |2,8833
B69 |3 3,2333
Sig. 073 194 427

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media

armonica = 3,000.

Tabla 2. Medidas de los halos de inhibicién del producto fenexamida frente a 14 aislamientos de

B.cinerea

Aislamientos fenexamida
cm + Ds
B11 1,81 + 0,10ab
B33 1,81 + 0,08ab
B68 1,37 + 0,24a
B69 1,43 + 0,243
B55 2,07 + 0,15ab
B72 1,90 + 0,18ab
B49 1,80 + 0,18ab
B67 1,92 + 0,16ab
B63 1,72 + 0,03ab
B25 1,85 + 0,23ab
B66 1,98 + 0,79ab
B32 2,37 + 0,25b
B115 1,52 + 0,15ab
B71 1,60 + 0,20ab

Los datos son mostrados como la media de los halos de inhibicién de tres replicas expresadas en cm + desvié

estandar. . Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2,691 13 ,207 2,729 ,013
Dentro de grupos 2,123 28 ,076
Total 4,814 41
Test de Tukey
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
cepas N a b
B68 3 1,3667
B69 3 1,4333
B115 3 1,5167 1,5167
B71 3 1,6000 1,6000
B63 3 1,7167 1,7167
B11 3 1,8167 1,8167
B33 3 1,8167 1,8167
B25 3 1,8500 1,8500
B72 3 1,9000 1,9000
B67 3 1,9167 1,9167
B66 3 1,9833 1,9833
B55 3 2,0667 2,0667
B49 3 2,1167 2,1167
B32 3 2,2667
Sig. , 101 , 101

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media

armonica = 3,000.
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Tabla 4. Medidas de los halos de inhibicién del producto Ciprodinil + fludioxonil frente a 14

aislamientos de B.cinerea

ciprodinil +

Aislamientos fludioxonil
cm + Ds*
B11 0,97 £ 0,06a
B33 1,15 + 0,09a
B68 095 + 0,a
B69 0,7 + 0,05a
B55 1,1 + 0,05a
B72 1,05 + 0,13a
B49 1,67 + 0,2a
B67 2,03 + 0,25a
B63 042 + 0,1b
B25 0,9 + 0,22c
B66 1,43 + 0,23d
B32 1,35 + 0,09d
B115 1,22 + 0,26d
B71 0,85 + 0,09d

Los datos son mostrados como la media de los halos de inhibicion de tres replicas expresadas en cm + desvid

estandar. . Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5,957 13 ,458 17,427 ,000
Dentro de grupos , 736 28 ,026
Total 6,693 41
Test de Tukey
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
cepa N a b c d e
B63 ,4100
B69 , 7000 , 7000
B71 ,8500 ,8500 ,8500
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B25 3 ,9000 ,9000 ,9000

B68 3 ,9500 ,9500 ,9500 ,9500

B11l 3 ,9667 ,9667 ,9667 ,9667

B33 3 ,9933 ,9933 ,9933 ,9933 ,9933

B72 3 1,0500 1,0500 1,0500 1,0500 1,0500

B55 3 1,1000 1,1000 1,1000 1,1000 1,1000

B115 3 1,2167 1,2167 1,2167 1,2167

B32 3 1,3500 1,3500 1,3500

B66 3 1,4333 1,4333

B49 3 1,4667

B67 3 2,0333
Sig. ,104 ,189 ,294 ,089 ,051 ,061 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

Tabla 5. Medidas de los halos de inhibicion del producto boscalid + pyraclostrobina frente a 14

aislamientos de B.cinerea

boscalid +

Aislamiento pyraclostrobina

cm t ds
B11 0,00 + 0,00a
B33 0,97 + 0,23b
B68 0,00 + 0,00a
B69 0,00 + 0,00a
B55 1,28 + 0,26bcd
B72 0,80 + 0,33bc
B49 1,83 + 0,21bcd
B67 1,45 + 0,05d
B63 1,35 + 0,09cd
B25 0,88 + 0,24bcd
B66 0,86 + 0,46bc
B32 0,00 + 0,00a
B115 0,77 + 0,12b
B71 0,00 + 0,00

Los datos son mostrados como la media de los halos de inhibicidn de tres replicas expresadas en cm + desvié
estandar. Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).
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ANOVA

Suma de
cuadrados gl Media cuadréatica F Sig.
Entre grupos 11,640 13 ,895 24,106 ,000
Dentro de grupos 1,040 28 ,037
Total 12,680 41
Test de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
cepa a b C
B11 3 ,0000
B68 3 ,0000
B69 3 ,0000
B32 3 ,0000
B71 3 ,0000
B115 3 , 7667
B72 3 ,8000 ,8000
B33 3 ,8167 ,8167
B66 3 ,8667 ,8667
B25 3 ,8833 ,8833 ,8833
B49 3 ,9167 ,9167 ,9167
B55 3 1,2833 1,2833 1,2833
B63 3 1,3500 1,3500
B67 3 1,4500
Sig. 1,000 ,113 ,072 ,057

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Tabla 6. Medidas de los halos de inhibicién del producto tebuconazol + fluopiram frente a 14

aislamientos de B.cinerea

tebuconazol
Aislamientos + fluopiram
cm + ds

B11 0,00 + 0,00a
B33 1,15 + 0,18b
B68 0,00 + 0,00c
B69 0,00 + 0,00c
B55 1,15 + 0,23d
B72 0,60 + 0,09
B49 0,50 + 0,19
B67 1,75 + 0,28f
B63 1,13 + 0,03g
B25 0,83 + 0,06g
B66 0,73 + 0,13g
B32 0,00 + 0,00h
B115 0,58 +  0,08i
B71 0,00 + 0,00

Los datos son mostrados como la media de los halos de inhibicion de tres replicas expresadas en cm + desvio estandar. .
Diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p=<0.05).

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 11,474 13 ,883 65,612 ,000
Dentro de grupos 377 28 ,013
Total 11,851 41
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Test de Tukey

cepa

Subconjunto para alfa = 0.05

C

B11
B68
B69
B32
B71
B49
B115
B72
B66
B33
B25
B63
B55
B67
Sig.

W W W W W W W W W W W W w w

,0000
,0000
,0000
,0000
,0000

1,000

,5000
,5833
,6000
,7333
,8000
,8333

,068

,8000
,8333
1,1333

,068

,8333
1,1333
1,1500

,100

1,7500
1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Analisis probit para ciprodinil + fludioxonil SWICTH.

Limites de confianza

95% de limites de confianza para

concetracion

95% de limites de confianza para

logaritmo(concetracion)?

Limite Limite Limite Limite
Probabilidad | Estimacion inferior superior Estimacion inferior superior
PROBIT | ,010 ,098 -1,009
,020 ,142 -,848
,030 ,180 -,745
,040 ,215 -,668
,050 ,248 -,606
,060 ,280 -,553
,070 312 -,506
,080 343 -,464
,090 375 -,426
,100 ,406 -,391
,150 ,567 -,246
,200 , 740 -,131
250 ,929 -,032
,300 1,139 ,057
,350 1,376 ,139
,400 1,647 217
,450 1,960 ,292
,500 2,325 ,367
,550 2,759 441
,600 3,283 ,516
,650 3,929 ,594
,700 4,748 ,676
, 750 5,824 , 765
,800 7,312 ,864
,850 9,532 ,979
,900 13,307 1,124
,910 14,424 1,159
,920 15,743 1,197
,930 17,334 1,239
,940 19,302 1,286
,950 21,819 1,339

59



,960 25,200 . . 1,401

,970 30,083 . . 1,478
,980 38,068 . . 1,581
,990 55,170 . . 1,742

a. Base de logaritmo = 10.

Tabla .Medidas de los halos de inhibicion de los 14 asilamientos de B.cinerea (B11-B71) frente a 6
productos. Las medidas son expresadas en cm desde el centro del disco hasta el comienzo de la
formacién de micelio

Aislamiento Syngenta fenexamida ciprodinil + boscalid + tebuconazol Malaleurca
fludioxonil byraclostrobin + fluopyram Alternifolia

B11 2,88 + 0,13bc 1,85 + 0,10ab 0,97 + 0,06a 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a
B33 2,57 + 0,13a 1,63 + 0,08ab 1,15 + 0,09a 0,97 % 0,23b 1,15 + 0,18b 0,00 + 0,00a
B68 2,47 + 0,15ab 1,37 % 0,24a 0,95 = 0,1a 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00c 0,00 + 0,00a
B69 3,23 + 0,15c 1,43 £ 0,24a 0,70 £ 0,05a 0,00 = 0,00a 0,00 + 0,00c 0,00 + 0,00a
B55 2,23 + 0,03 2,07 + 0,15ab 1,10 * 0,05a 1,28 + 0,26bcd 1,15 = 0,23d 0,00 + 0,00a
B72 2,50 £+ 0,18ab 1,90 + 0,18ab 1,05 + 0,13a 0,82 = 0,33bc 0,60 + 0,09e 0,00 + 0,00a
B49 2,45 + 0,35a 1,80 + 0,18ab 1,67 £ 0,2a 1,83 + 0,21bcd 1,28 + 0,19e 0,53 £ 0,12b
B67 2,65 + 0,13ab 1,92 + 0,16ab 2,03 + 0,25a 1,45 % 0,05d 1,75 £ 0,28f 0,27 + 0,12b
B63 2,27 + 0,15a 1,72 + 0,03ab 0,42 + 0,10b 1,35 * 0,09cd 1,13 + 0,03g 0,30 + 0,00a
B25 2,33 + 0,15a 1,85 + 0,23ab 0,90 + 0,22c 0,88 + 0,24bcd 0,83 * 0,06g 0,00 + 0,00a
B66 2,23 + 0,14a 198 + 0,79ab 1,43 = 0,23d 0,87 + 0,46bc 0,73 + 0,13g 0,00 + 0,00a
B32 2,55 + 0,09ab 2,37 + 0,25b 1,35 + 0,09d 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00h 0,00 + 0,00a
B115 2,22 + 0,39a 1,52 + 0,15ab 1,22 + 0,26d 0,77 * 0,12b 0,58 * 0,08i 0,00 + 0,00a
B71 2,32 + 0,16a 1,60 + 0,20ab 0,85 + 0,09d 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00a

*Todos los datos son mostrados como la media de tres replicas + desvié estandar Diferentes letras representan
diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey (p<0.05).
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