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RESUMEN

Los hongos enddfitos han mostrado potencial como agentes de control biolégico. Sin embargo, su apli-
cacién en campos comerciales es adn limitada. En rosas, la continua aplicacién de fungicidas en cultivos
puede tener efectos deletéreos en el crecimiento de los endéfitos. En este trabajo se evalud la susceptibilidad
de hongos endéfitos aislados de Rosa hybrida a fungicidas utilizados comercialmente en el control de paté-
genos en el cultivo de rosa. Esto se realiz6 in vitro, mezclando diferentes concentraciones de fungicidas con
medios estandares en el crecimiento de hongos enddfitos y midiendo diariamente su crecimiento. La sus-
ceptibilidad de Botrytis cinerea (Cepa 3015), uno de los mas importantes patégenos que afecta el cultivo de
rosas en Colombia, se analizé de la misma forma. E145,45% de los hongos endéfitos evaluados demostraron
susceptibilidad de crecimiento con grados de sensibilidad desde no sensibles (>73,75%) hasta regularmente
sensibles (>48,75% - <61,25%) en las concentraciones evaluadas principalmente en fungicidas como bosca-
lid, captan, iprodione y pyrimethanil. En el caso de fungicidas como carboxin mas thiram, fludioxonil mas
ciprodinil, y prochloraz, se observaron grados de susceptibilidad de alta sensibilidad (<23,75%), inhibiendo
totalmente el crecimiento de los hongos endéfitos evaluados. En B. cinerea (Cepa 3015) se observo alta sus-
ceptibilidad a pyrimethanil, carboxin mas thiram, fludioxonil mas ciprodinil, y prochloraz. Aunque los con-
troles de B. cinerea tuvieron mayores crecimientos, la mayoria de los crecimientos de los hongos enddfitos
evaluados en los medios enmendados en las dos concentraciones fueron superiores a los de este patdgeno.
El rango de susceptibilidad a fungicidas de hongos endéfitos en las cepas 3002, 3003, 3004, 3005 y 3006 bajo
los parametros de andlisis de este experimento, muestra su seleccién como hongos promisorios para pro-
gramas de manejo integrado de plagas y enfermedades, teniendo en cuenta el momento, la frecuencia y la
dosis de aplicacién tanto de los fungicidas como de los hongos endéfitos empleados.
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ABSTRACT

Fungal endophytes have shown their potential as biocontrol agents; however, their application in com-
mercial fields remains limited. Continuously applying fungicides to crops (specifically to roses) may have
harmful effects on endophyte growth. Endophytic fungi were isolated from R. hybrida and their suscep-
tibility to fungicides regularly used for controlling important pathogens was analysed. This was per-
formed in vitro, mixing several fungicide concentrations with standard medium for fungal endophytes;
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growth inhibition was then measured. The susceptibility of Botrytis cinerea (3015 strain), one of the most
important pathogens affecting roses in Colombia, was also assessed using the same protocols. Active
ingredients, such as boscalid, captan, iprodione and pyrimethanyl, showed susceptibility ranging from
not sensitive (73.75%) to regularly sensitive (>48.75% - <61.25%) for 45.45% of the fungal endophytes
assessed. Endophytic fungi were highly susceptible to fungicides such as pyrimethanyl, carboxin plus
thiram, fludioxonyl plus ciprodinyl and prochloraz. B. cinerea (3015 strain) presented high susceptibility
(<23.75%) to fungicides such as pyrimethanyl, carboxin and thiram, fludioxonil and ciprodinyl, prochlo-
raz. Although B. cinerea showed the greatest growth in controls, the endophytic fungi being assessed
grew better in different media with fungicides. The results revealed some of these fungal endophytes’
potential for integrated pest management (IPM) in roses in Colombia (3002, 3003, 3004, 3005 and 3006
strains), taking into account correct application time, application frequency and both fungal endophyte

and fungicide dosage which may greatly limit fungal endophyte growth.
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INTRODUCCION

Los hongos endofitos colonizan y crecen asintoma-
ticamente dentro de los tejidos de plantas sin causar
dafio a sus hospederos. Estos han sido ampliamen-
te estudiados tanto en monocotiledoneas como en
angiospermas lefiosas (Arnold et al., 2003; Schulz
y Boyle, 2005). Segun Hawksworth (1993, 2001) la
gran mayoria de la diversidad de hongos no descri-
tos se encuentran en las asociaciones hongo-planta
tropical, siendo sus roles ecolégicos y su diversi-
dad casi enteramente desconocidos (Carroll, 1988;
Lodge et al., 1996; Arnold, 1999). La totalidad de
asociaciones hasta el momento investigadas se
han centrado en pastos de regiones templadas y
en enddfitos de la familia Clavicipitaceae (endofitos
balansiales) (Clay y Schardl, 2002; Schulz y Boyle,
2005). Los hongos enddfitos pueden estar situa-
dos a nivel intra o intercelularmente en diferentes
partes de la planta (follaje, yemas y raices) (Schulz
y Boyle, 2005). Existen dos formas de transmision
de los enddfitos: vertical (endoéfitos balansiales) y
horizontal (enddfitos no balansiales). Estos hon-
gos son capaces de producir diversas clases de
metabolitos, algunos con acciones herbicidas, fun-
gicidas, antibacteriales y anticancerigenos, con
variados usos en la industria y de utilidad para la
humanidad (Azevedo et al., 2000; Strobel, 2003;
Schulz y Boyle, 2005). Ademas, el control de pat6-
genos de importancia en la agricultura por medio
de hongos enddfitos ha sido reportado (Arnold et
al., 2003; Rubini et al., 2005; Holmes et al., 2004;
Corrado et al., 2004; Haugaard, 2002).
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Una de las enfermedades de mayor prevalen-
cia en cultivos de rosa en la sabana de Bogota es
el moho gris producido por el patégeno Botrytis
cinerea. Esta enfermedad causa grandes pérdi-
das en diferentes cultivos (Garcés de Granada y
Orozco de Amézquita, 2003). Los principales mé-
todos de control para este patégeno se basan en
la utilizacion de fungicidas con diferente modo de
accion; asi, ingredientes activos del grupo de las
dicarboximidas (iprodione) actuan sobre la NADH
citocromo c reductasa en la peroxidacion de lipi-
dos, los inhibidores de la biosintesis del ergosterol
(DMI) como los imidazoles (prochloraz), las anili-
nopirimidinas (AP) las cuales inhiben la biosintesis
de la metionina (ciprodinil y pyrimethanil), las car-
boximidas (boscalid y carboxin) que actuan sobre
el complejo dos en la respiraciéon fungica (Succi-
nato deshidrogenasa), los fungicidas fenilpirroles
(PP) con accion sobre la proteina MAP kinasa en
las senales de transduccion osmética (fludioxonil),
y los ditiocarbamatos (thiram) y phthalimidas (cap-
tan) que tienen una actividad de contacto multiple
(FRAC, 2005). Una variedad de patégenos han
mostrado diferentes niveles de riesgo a resisten-
cias hacia estos fungicidas, tanto en campo como
en el laboratorio (FRAC, 2005; Koller et al., 2005;
Petsikos-Payanotaou et al., 2003). Las susceptibili-
dades a fungicidas evaluados sobre patégenos de-
penden en gran medida del uso correcto de éstos
en las frecuencias, aplicaciones y dosis adecuadas
en campo (Kohl et al., 1998; Sergeeva et al., 2001;
Saladin et al., 2003; Lupton et al., 2005).
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Se han realizado pocos estudios sobre resis-
tencias a fungicidas por parte de hongos enddfitos
con potencial en control bioldgico. La mayoria de
investigaciones se han enfocado en endéfitos ba-
lansiales en los cuales se determiné que el tipo de
transmision de éstos es fundamental para la colo-
nizacion de su hospedero y su éxito en la baja sen-
sibilidad a fungicidas (Roberti et al., 2006). Algunos
estudios se han hecho en enddfitos no balansiales,
evaluando susceptibilidades de cepas endofitas
de un patégeno de mango como Colletotrichum
gloeosporioides (Ker-Chung, 2001). La evaluacion
in vitro para determinar grados de susceptibilidad a
fungicidas es una de las metodologias mas comu-
nes para evaluar sensibilidades, aunque los resul-
tados deben ser analizados con precaucién ya que
algunos de éstos no son equivalentes a los obte-
nidos en campo (Koller et al., 2005; FRAC, 2005).
Igualmente, se ha demostrado que en algunos
organismos existe una serie de transportadores
que actian como mecanismos de detoxificacion, y
que posiblemente serian una de las causas por las
cuales los hongos obtienen cierto grado de resis-
tencia a algunos fungicidas especificos (Koller et
al., 2005; Schoonbeek et al., 2001; Hayashi et al.,
2002; De Waard et al., 2006).

Ante la necesidad de implementar métodos
que permitan realizar un manejo integrado de pla-
gas y enfermedades, y disminuir la utilizaciéon de
fungicidas mediante el uso de hongos enddfitos,
en este trabajo se pretende evaluar la suscepti-
bilidad de crecimiento de hongos enddfitos aisla-
dos de R. hybrida in vitro, a ingredientes activos
de fungicidas normalmente implementados para el
control de hongos patdégenos en cultivos de rosa.
Asi mismo, se pretende observar la susceptibilidad
a esos mismos fungicidas en una cepa (3015) de
B. cinerea, y hacer comparaciones de crecimiento
con respecto a los hongos endofitos evaluados.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de los hongos endéfitos

A partir de las investigaciones realizadas por Sal-
gado (2005) y Salgado y Cepero de Garcia (2005)
con base en aislamientos, identificacion clasica y
actividad antagoénica de hongos enddfitos de rosa
de jardin, se seleccionaron aquellos aislamientos
que produjeron halos de inhibicion contra B. cine-

rea cepa (3015) (patdgeno aislado de R. hybrida).
Estos aislamientos fueron conservados en agua
destilada estéril a temperatura ambiente para su
posterior utilizacién (se encuentran disponibles en
el Cepario de Micologia LAMFU, Universidad de
los Andes, Bogota, Colombia) (tabla 1). Una des-
cripcion completa del aislamiento y la identificacion
de los hongos enddfitos se encuentra en Salgado
(2005) y Salgado y Cepero de Garcia (2005).

Pruebas de susceptibilidad a diversos fun-
gicidas de importancia para el control de B. ci-
nerea

El patégeno aislado de rosa B. cinerea (micelio
esporulado), y los once hongos endofitos (solo mi-
celio) aislados de rosa de jardin, fueron sembrados
en un medio estandar conocido como Agar Extrac-
to de Malta Enriquecido (medio AME) (Arnold et al.,
2003; Salgado 2005; Salgado y Cepero de Garcia,
2005), este medio contiene los siguientes com-
puestos, extracto de malta (2%), peptona (1%),
glucosa (2%) y agar (1,7%). Para un 6ptimo cre-
cimiento y activaciéon de las cepas posteriormente
fueron incubadas a una temperatura de 27 °C en
la oscuridad, durante 20 dias con el fin de llevar a
cabo las pruebas de sensibilidad a diversos fungi-
cidas.

Tabla 1. Hongos enddfitos seleccionados por su
antagonismo in vitro contra Botrytis cinerea

Accesion N° Morfotipos/géneros
3002 Micelio estéril
3003 Micelio estéril
3004 Micelio estéril
3005 Micelio estéril
3006 Alternaria sp
3007 Micelio estéril
3008 Micelio estéril
3009 Micelio estéril
3010 Micelio estéril
3011 Nigrospora sp
3012 Micelio estéri

Hongos enddfitos de rosa de jardin seleccionados por su an-
tagonismo frente a Botrytis cinerea (Salgado, 2005). Cepario
de Micologia LAMFU, Universidad de los Andes, Bogotda, Co-
lombia.
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Las pruebas de sensibilidad se realizaron a
partir de los doce hongos (enddfitos y patégeno)
activados en el medio estandar. Se colocaron dis-
cos (diametro 0,7 mm) de los hongos extraidos del
medio activado en medios sin enmendar (control)
(AME) y medios enmendados (adicion del ingre-
diente activo al medio de comun crecimiento), eva-
luando para cada fungicida dos concentraciones.
Estas dos concentraciones por ingrediente activo
correspondieron a las de fungicidas aplicados en
la precosecha del cultivo de la rosa en empresas
de flores de la sabana de Bogota (AME+C1), y a
un 25% por encima de la concentraciones anterior-
mente mencionadas (AME+C2) (tabla 2).

Teniendo en cuenta el tiempo de crecimiento
optimo de los hongos enddfitos, y el periodo de ca-
rencia de los ingredientes activos, se hicieron eva-
luaciones diarias por dieciséis dias. Se estimaron
los diametros en cada uno de los tratamientos, y
se determinaron las medias corregidas (corrigien-
do el diametro promedio de crecimiento del hongo
en centimetros menos el didmetro del disco del
hongo colocado en cada uno de los tratamientos
incluyendo el control).

Los ingredientes activos evaluados en los me-
dios enmendados fueron: boscalid 50% (Cantus®;
Basfquimica, Colombia), captan 50% (Orthocide®;
Proficol, Colombia), iprodione 50% (Rovral®; Ba-
yer Crop Science, Colombia), pyrimethanil 40%
(Scala®; Bayer Crop Science, Colombia), carboxin
20% mas thiram 20% (Pro-Gro®; Proficol, Colom-
bia), fludioxonil 25% mas ciprodinil 37,5% (Switch®;
Syngenta, Colombia), y prochloraz -1y -2 45% (Mi-
rage®; Proficol, Colombia y Sportak®; Bayer Crop
Science, Colombia, este ultimo proveniente de dos
casas comerciales); estos ingredientes activos fue-
ron escogidos por su extenso uso en el control de
patégenos como Botrytis sp.

Se evaluaron en total ocho tratamientos, y se
realizaron dieciséis repeticiones en el ensayo, ha-
ciendo valoraciones por triplicado con cada uno de

los tratamientos.

Los fungicidas fueron adicionados a los trata-
mientos con medio enmendado luego de autocla-
var el medio AME.

Los fungicidas (ingredientes activos) se mez-
claron con el medio AME hasta la total disolucién
de los ingredientes activos al alcanzar este medio

Tabla 2. Concentraciones evaluadas de los ingredientes activos de cada fungicida en las dos concentraciones.

1A 0,
Ingrediente activo (i.a) Concentracion C(ogizr::;ias:z:fak
(pureza de i.a en el fungicida evaluada P!
(%)) (ul/ml - pg/ml) © anteriormente evaluada)

(pl/ml - pg/ml)
Boscalid 50% (p/v) 200 pg/ml 250 pg/ml
Captan 50% (p/v) 600 ug/mi 750 pg/mi
Iprodione 50% (v/v) 0, 75 pl/ml 0, 9375 pl/ml
Pyrimethanil 40% (v/v) 0, 6 pl/ml 0, 75 pli/ml
Carboxin mas Thiram 40% (p/v) 400 pg/ml 500 pg/mi
Fludioxonil mas Ciprodinil 62, 5% (p/v) 375 pg/mi 468, 75 pg/ml
Prochloraz -1 45 (p/v) 225 pg/ml 281, 25 pg/ml
Prochloraz-2? 45% (v/v) 0, 36 ul/ml 0, 45 pl/ml

() concentracién evaluada del ingrediente activo de la casa comercial No. 1, @ concentraciéon evaluada del ingrediente activo de la
casa comercial No. 2, ® concentracion evaluada del (ul/ml), ingrediente activo en presentacion liquida. (ug/ml) concentracion evalua-

da del ingrediente activo en presentacion sdlida
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40 °C de temperatura. Con respecto al control se
agrego unicamente el medio AME en las cajas de
Petri (volumen final por caja 25 ml). Estas se lle-
varon a preincubar durante tres dias (con el fin de
asegurar esterilidad por manipulacion), en condi-
ciones de oscuridad, a temperatura ambiente para
posteriormente realizar la prueba de susceptibili-
dad, colocando en la parte central de las cajas de
Petri los discos de cada uno de los doce hongos,
en cada uno de los tratamientos correspondientes,
y llevandolos a incubar a una temperatura de 27
°C en oscuridad, midiendo los diametros de creci-
miento desde el dia cero hasta el dia dieciséis; el
crecimiento se midié en forma de cruz, obteniendo
un promedio de las dos medidas en cada réplica, y
se establecio el area bajo la curva de crecimiento
de la colonia (ABCCC) (Istafadah et al., 2006) mo-
dificada del area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCDE) (Olson, 2001):

(ABCCC) :Ig (Y 123 71)

i=1

donde: Y es el radio de la colonia del hongo en el
medio enmendado y f es el dia de observacién

Se utilizé el programa Statistix 8.0° (Analytical
Software) para la evaluacion de los diametros de
crecimiento realizando un analisis de varianza Ano-
va (Wayne, 2002) de los datos transformados por
los datos (ABCCC) obtenidos y, posteriormente, se

realizé un analisis de comparacién de medias de
Tukey (0=0,05).

RESULTADOS

Al realizar Anova en las medias corregidas se ob-
tuvieron diferencias significativas en las variables
estudiadas (fungicida, hongo y tratamiento), y en-
tre las interacciones analizadas (fungicida*hongo,
fungicida*tratamiento, hongo*tratamiento, fungic
ida*hongo*tratamiento) (tabla 3). Al efectuar las
interacciones entre los tres tratamientos (AME,
AME+C1 y AME+C2) se observaron diferencias
significativas (Tukey a=0,05).

Susceptibilidad de los endoéfitos a fungicidas
de uso comun en el control de Botyrtis cinerea
en el cultivo de la rosa

De acuerdo con los diametros de crecimiento obte-
nidos se establecid una tabla categoérica en la cual,
conforme a la tasa de crecimiento de los hongos
endofitos en las cajas de Petri (didmetro maximo
corregido 8,0 cm, equivalente al 100% de creci-
miento), se establecieron los niveles de sensibili-
dad (la susceptibilidad se establecié de acuerdo
con el diametro de crecimiento obtenido en los me-
dios enmendados y comparandolo con el control)
que se observan en la tabla 4.

Tabla 3. Anova para los logaritmos de area bajo la curva de los diametros diarios de
crecimiento de los once hongos endofitos evaluados y la cepa de B. cinerea.

Fuente DF SS MS F P

Fungicida 7 516,14 73,735 951,67 0,0001
Hongo 11 212,25 19,569 252,56 0,0001
Tratamiento 2 1466,69 733,347 9465,03 0,0001
Fungicida*Hongo 77 252,59 3,28 42,34 0,0001
Fungicida*Tratamiento 14 283,33 20,238 261,2 0,0001
Hongo*Tratamiento 22 56,18 2,553 32,96 0,0001
Fungicida*Hongo*Tratamiento 154 192,9 1,253 16,17 0,0001
Error 576 44,63 0,077

Total 863 3027,72

DF: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: cuadrados medios, F: valor de F calculado, P: probabilidad
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Tabla 4. Tabla categoérica para evaluar el grado de susceptibilidad

Diametro de crecimiento | Equivalente en porcentaje Nivel de sensibilidad
<1,9¢cm <23,75% Altamente sensible
>1,9-<2,9cm >23,75% - <36,25% Moderadamente sensible
>2.9-<3,9cm >36,25% - <48,75% Intermedio
>3,9-<4,9 cm >48,75% - <61,25% Regularmente sensible
>4.9 -< 5,9 cm >61,25% - <73,75% Bajamente sensible
>59cm >73,75% No sensible

En los analisis estadisticos realizados para
evaluar las diferentes interacciones y relaciones
entre las variables estudiadas se establecié que,
de los once hongos enddfitos analizados, solo cin-
co (cepas 3002, 3003, 3004, 3005 y 3006) tuvieron
las mejores medias de crecimiento en los fungici-
das con principios activos como boscalid, captan,
iprodione y pyrimethanil en las dos concentracio-
nes consideradas, ya que los hongos enddfitos
restantes no tuvieron un crecimiento significativo
en la mayoria de los fungicidas estudiados (por
tanto, no fueron incluidos en el analisis). Contra-
rio a lo anteriormente descrito en este estudio, el
grado de sensibilidad de los hongos enddfitos en
fungicidas con principios activos como carboxin
mas thiram, ciprodinil mas fludioxonil, prochloraz-
1 y prochlraz-2 fue mayor para los once hongos
enddfitos evaluados.

Teniendo en cuenta el logaritmo de area bajo
la curva de los crecimientos diarios, se hicieron
comparaciones de medias de los dos tratamientos
y el control, obteniéndose diferencias significativas
a nivel estadistico (Tukey «=0,05) entre éstos. Se
determiné que los controles en cada una de las
evaluaciones realizadas fueron los que mayores
medias obtuvieron, seguidos de los tratamientos

con las concentraciones uno y, finalmente, los trat-
amientos con las concentraciones dos (tabla 5).

En las diferentes interacciones realizadas a
nivel estadistico se observd que la cepa 3002 es
el hongo que mayor media de crecimiento reporto
frente a los demas hongos en los medios enmen-
dados y sin enmendar (especialmente en bosca-
lid, captan, iprodione, pyrimethanil y carboxin mas
thiram), alcanzandose ademas, in vitro, un grado
de susceptibilidad que varié desde moderadamen-
te sensible hasta no sensible. No obstante, en los
otros medios enmendados (ciprodinil mas fludioxo-
nil, prochloraz-1 y procholraz-2) este hongo mostré
ser altamente sensible (figuras 1y 2).

El segundo hongo con una mayor media de
crecimiento fue la cepa 3003, en donde el control
con un 99,75% de crecimiento nunca fue alcan-
zado en medios enmendados con carboxin mas
thiram, prochloraz-1 y prochloraz-2, observandose
por consiguiente una alta susceptibilidad a estos
fungicidas. Contrario a esto, en ingredientes acti-
vos como boscalid, captan, iprodione, pyrimethanil
y fludioxonil mas ciprodinil se observaron suscep-
tibilidades que van desde intermedio a moderada-
mente sensible (figuras 1y 2).
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Tabla 5. Comparaciones de medias de Tukey para los tratamientos

Tratamientos Media Grupos homogéneos
Control 4,0907 A
AME + C1 1,3967 B
AME + C2 1,2619 C
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Figura 1. Susceptibilidad del crecimiento de los hongos endéfitos con mayores diametros en medios enmendados y
no enmendados en el dia 16.
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Figura 2. Susceptibilidad del crecimiento de los hongos endofitos con menores diametros en medios enmendados y
no enmendados en el dia 16.
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El tercer hongo con mayor media fue la cepa
3004, la cual obtuvo sus mejores crecimientos en
boscalid, captan, pyrimethanil y en la concentracion
uno de carboxin mas thiram con susceptibilidades
que abarcan desde sensibilidades intermedias a
no sensibles. Asi mismo, los mas bajos crecimien-
tos obtenidos fueron en iprodione, fludioxonil mas
ciprodinil, prochloraz-1 y —2 alcanzando un nivel de
susceptibilidad altamente sensible (figura 1y 2).

En un cuarto lugar, la cepa 3005 demostré sus
mejores crecimientos en medios enmendados con
ingredientes activos como boscalid y captan, y en
la concentracion uno de pyrimethanil, obtenién-
dose grados de susceptibilidad desde bajamente
sensibles hasta no sensibles. Por el contrario, una
mayor susceptibilidad fue reportada en medios en-
mendados con ingredientes activos como iprodio-
ne, carboxin mas thiram, fludioxonil mas ciprodinil,
prochloraz -1y -2 (figuras 1y 2).

Finalmente, en el quinto lugar obtenido respec-
to a medias, la cepa 3006 tuvo sus mejores creci-
mientos en medios enmendados con ingredientes
activos como boscalid, captan, iprodione y carboxin
mas thiram, con susceptibilidades de grado mode-
radamente sensible a regularmente sensible. Todo
lo contrario se noté en medios enmendados con
ingredientes activos como pyrimethanil, fludioxonil
mas ciprodinil, prochloraz —1 y —2 con grados de

susceptibilidad desde moderadamente sensible
hasta altamente sensible (figuras 1y 2).

Susceptibilidad de Botrytis cinerea a
fungicidas de uso comun para su control en el
cultivo de la rosa

La cepa (3015) de B. cinerea utilizada en este es-
tudio ocupd el quinto lugar por mayor media en las
interacciones fungicida por hongo evaluadas, sien-
do altamente sensible a cinco de los siete princi-
pios activos evaluados (pyrimethanil, carboxin mas
thiram, fludioxonil mas ciprodinil, prochloraz-1 y-2).
A diferencia de lo observado en estos fungicidas,
en el caso de ingredientes activos como boscalid,
iprodione, y la concentracion dos de captan, se ob-
tuvieron grados de susceptibilidad desde interme-
dio a no sensible (figura 3).

Relacion de crecimiento entre B. cinerea'y
hongos enddfitos aislados de rosa de jardin en
medios enmendados y sin enmendar

Teniendo en cuenta el diametro promedio de creci-
miento (cm) de B. cinerea (cepa 3015) con relacion
a los hongos enddfitos en el dia 16, se estimaron
las diferencias en porcentaje para cada uno de los
hongos (tablas 6 -10).
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Figura 3. Susceptibilidad del crecimiento de Botrytis cinerea (cepa 3015) en medios enmendados y no enmendados

en el dia 16.
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En la comparacion mediante las diferencias
obtenidas por porcentaje en el dia 16 entre B. ci-
nerea (cepa 3015) y la cepa 3002, se observé que
los controles de B. cinerea alcanzaron un diametro
ligeramente superior en comparacion con el dia-
metro alcanzado por este hongo; las diferencias
obtenidas fueron del 0,13% (tabla 6).

Respecto a los tratamientos enmendados con
la concentracion uno, se denota claramente que
la cepa 3002 tuvo mayores diametros de creci-
miento en ingredientes activos como boscalid,
captan, pyrimethanil y carboxin mas thiram, los
cuales oscilaron desde 38,36% hasta el 77,63%
(tabla 6).

En los tratamientos enmendados con la con-
centracién dos en la cepa 3002 se obtuvieron
también los mejores crecimientos en ingredientes
activos como boscalid, iprodione, pyrimethanil y
carboxin mas thiram (18,63%-49,5%). Sin embar-
go, en concentraciones mas altas de las normal-
mente usadas (AME+C1) B. cinerea (cepa 3015)
alcanzd mejores crecimientos que la cepa 3002 en
medios enmendados con captan (tabla 6).

Asi mismo, concentraciones mas altas evitan
un mejor crecimiento de B. cinerea (cepa 3015)
en ingredientes activos como iprodione. Finalmen-
te, se confirma la eficacia de ingredientes activos
como fludioxonil mas ciprodinil, prochloraz -1y -2

inhibiendo inclusive hasta el crecimiento de la cepa
3002 (tabla 6).

Al realizar las comparaciones entre B. ci-
nerea (cepa 3015) y la cepa 3003, los controles
mostraron la misma tendencia que en la relacion
comparativa anterior. B. cinerea tuvo un mayor
crecimiento en medios enmendados como captan
en la concentracion uno y dos, y en iprodione en
la concentracion uno (tabla 7). En el caso de las
concentraciones uno y dos en ingredientes activos
como boscalid, pyrimethanil, fludioxonil mas cipro-
dinil se observaron mejores crecimientos por parte
del endofito (1,25%-82,13%) y (17,25%-71,36%)
respectivamente (tabla 7). De igual manera, en
la concentracion dos de iprodione y carboxin mas
thiram hubo un mejor crecimiento por parte de la
cepa 3003. Ingredientes activos como prochloraz
—1 y =2 mantuvieron un nivel de sensibilidad bas-
tante alto inhibiendo el crecimiento tanto de B. ci-
nerea como de la cepa 3003 (tabla 7).

En cuanto a la relacién de la cepa 3004 con
B. cinerea (cepa 3015) se vieron mayores creci-
mientos por parte de este endofito con respecto a
ingredientes activos como boscalid, captan, pyri-
methanil, carboxin mas thiram y fludioxonil mas
ciprodinil, no obstante B. cinerea crecié mas en
las dos concentraciones de iprodione y en los con-
troles evaluados. Se repite la misma caracteristica
anterior para prochloraz —1 y -2 (tabla 8).

Tabla 6. Relacion entre el crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3002 mediante la diferencia
en centimetros y en porcentaje durante el dia 16 en medios enmendados y sin enmendar

. Cepa 3015 frente a Cepa 3002

v Control (%) | AME+C1 (%) | AME+C2 (%)
Boscalid 50% (B)-0,13 (H) 41,25 (H) 49,5
Captan 50% (B)-0,13 (H) 40,50 (B) -36,88
Iprodione 50% (B)-0,13 (B)-12,75 (H) 18,63
Pyrimethanil 40% (B) -0,13 (H) 77,63 (H) 24,5
Carboxin +Thiram 40% (B)-0,13 (H) 38,38 (H) 32,13
Fludioxonil+Ciprodinil 62,5%| (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-1 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-2 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00

(B) B. cinerea (cepa 3015) tuvo mayores crecimientos; (H) cepa 3002 tuvo los mayores crecimientos; (NC) no hay crecimiento de B.

cinerea (cepa 3015) ni de la cepa 3002.
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Tabla 7. Relacion entre el crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3003 mediante la
diferencia en cm y en porcentaje durante el dia 16 en medios enmendados y sin enmendar.

) Cepa 3015 frente a Cepa 3002

- Control (%) AME+C1 (%) AME+C2 (%)
Boscalid 50% (B)-0,13 (H) 41,25 (H) 49,5
Captan 50% (B)-0,13 (H) 40,50 (B) -36,88
Iprodione 50% (B)-0,13 (B) -12,75 (H) 18,63
Pyrimethanil 40% (B)-0,13 (H) 77,63 (H) 24,5
Carboxin +Thiram 40% (B)-0,13 (H) 38,38 (H) 32,13
Fludioxonil+Ciprodinil 62,5%| (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-1 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-2 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00

(B) B. cinerea (cepa 3015) tuvo mayores crecimientos; (H) la cepa 3003 tuvo los mayores crecimientos; (NC) no hay crecimiento de

B. cinerea ni de la capa 3003.

Tabla 8. Relacion entre el crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3004 mediante la
diferencia en cm y en porcentaje durante el dia 16 en medios enmendados y sin enmendar

Cepa 3015 frente a cepa 3004
. c‘;",}:;” AME+C1 (%) | AME+C2 (%)
Boscalid 50% (B) -2 (H) 41,25 (H) 49,5
Captan 50% (B) -2 (H) 84,88 (S) 0,00
Iprodione 50% (B) -2 (B) -48,13 (B)-18,88
Pyrimethanil 40% (B) -2 (H) 31,25 (H) 36,75
Carboxin +Thiram 40% (B) -2 (H) 89,75 (H) 11,38
Fludioxoni+Ciprodinil 62,5% (B) -2 (H) 2,25 (H) 4,38
Prochloraz-1 45% (B) -2 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-2 45% (B) -2 (NC) 0,00 (NC) 0,00

(B) B. cinerea (cepa 3015) tuvo mayores crecimientos; (H) la cepa 3004 tuvo los mayores crecimientos; (S) ambos obtuvieron diame-
tros de 8 cm; (NC) no hay crecimiento de B. cinerea ni de la cepa 3004.

En la relacion comparativa entre la cepa 3005 y
B. cinerea (cepa 3015), este ultimo obtuvo los me-
jores crecimientos en iprodione en las dos concen-
traciones estudiadas y en la concentracion dos de
captan (tabla 9). Por otro lado, la cepa 3005 tuvo
mejores crecimientos en boscalid, en la concentra-
cion uno de captan, pyrimethanil, en la concentra-
cion uno de carboxin mas thiram, y en fludioxonil
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mas ciprodinil (tabla 9). Se concluye para los con-
troles y para prochloraz —1 y —2 que se observaron
los mismos parametros en las relaciones anterior-

mente estudiadas (tabla 9).

Finalmente, en la relaciéon de crecimiento entre
B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3006, B. cinerea
obtuvo los mejores crecimientos de las concen-
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Tabla 9. Relacion entre el crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3005 mediante la
diferencia en cm y en porcentaje durante el dia 16 en medios enmendados y sin enmendar

. Cepa 3015 frente a Cepa 3002

- Control (%) AME+C1 (%) AME+C2 (%)
Boscalid 50% (B)-0,13 (H) 41,25 (H) 49,5
Captan 50% (B)-0,13 (H) 40,50 (B) -36,88
Iprodione 50% (B)-0,13 (B)-12,75 (H) 18,63
Pyrimethanil 40% (B) -0,13 (H) 77,63 (H) 24,5
Carboxin +Thiram 40% (B)-0,13 (H) 38,38 (H) 32,13
Fludioxonil+Ciprodinil 62,5% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-1 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-2 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00

(B) B. cinerea (cepa 3015) tuvo mayores crecimientos; (H) la cepa 3005 tuvo los mayores crecimientos; (NC) no hay crecimiento de

B. cinerea ni de la cepa 3005.

traciones uno y dos de boscalid e iprodione, en la
concentraciéon uno de pyrimethanil, y en la concen-
tracion dos de captan (tabla 10). En el caso de la
cepa 3006 se observaron crecimientos mayores en
ingredientes activos como carboxim mas thiram,
captan en la concentracién uno fludioxonil mas ci-
prodinil y prochloraz —1 en ambas concentraciones
(tabla 10). Los controles tuvieron el mismo com-
portamiento observado para las otras relaciones,
y el unico ingrediente activo que mantuvo su alta

sensibilidad tanto en B. cinerea como en la cepa
3006 fue prochloraz —2 (tabla 10).

DISCUSION

Pocos son los estudios que, a nivel del trépico, se
han realizado sobre susceptibilidad de hongos en-
ddfitos de angiospermas lefiosas a fungicidas usa-
dos en cultivos econdmicamente importantes. Por
esta razon, la presente investigacion, enfocada a

Tabla 10. Relacion entre el crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) y la cepa 3006 mediante la
diferencia en cm y en porcentaje durante el dia 16 en medios enmendados y sin enmendar

. Cepa 3015 frente a Cepa 3002

-a Control (%) | AME+C1 (%) AME+C2 (%)
Boscalid 50% (B)-0,13 (H) 41,25 (H) 49,5
Captan 50% (B)-0,13 (H) 40,50 (B) -36,88
Iprodione 50% (B)-0,13 (B) -12,75 (H) 18,63
Pyrimethanil 40% (B)-0,13 (H) 77,63 (H) 24,5
Carboxin +Thiram 40% (B)-0,13 (H) 38,38 (H) 32,13
Fludioxonil+Ciprodinil 62,5% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-1 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00
Prochloraz-2 45% (B)-0,13 (NC) 0,00 (NC) 0,00

(B) B. cinerea (cepa 3015) tuvo mayores crecimientos; (H) la cepa 3006 tuvo los mayores crecimiento; (NC) no hay crecimiento de

B. cinerea ni de la cepa 3006.
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analizar la susceptibilidad in vitro de hongos endoé-
fitos —promisorios para el control de patégenos— a
fungicidas de amplio espectro de accién, demues-
tra ser uno de los estudios pioneros. Se estudio
la susceptibilidad de hongos enddfitos de especies
lefiosas como la rosa sp, a diferentes ingredien-
tes activos de fungicidas frecuentemente emplea-
dos en estos cultivos (boscalid, captan, iprodione,
pyrimethanil, carboxin mas thiram, fludioxonil mas
ciprodinil, prochloraz —1 y —2). Estudios de Ker-
Chung (2001) han reportado altas susceptibilida-
des a fungicidas con ingredientes activos como
prochloraz por parte de hongos enddfitos de carac-
ter patdgeno como Colletotrichum gloeosporioides
en mango, determinandose una no resistencia a
este fungicida en plantaciones por mas de trece
anos.

Segun los parametros de susceptibilidad es-
tablecidos para este estudio, se obtuvieron dife-
rentes niveles de sensibilidad (altos a bajamente
sensibles) en algunos de los hongos enddfitos eva-
luados en ingredientes activos (en las dos concen-
traciones) como carboxin mas thiram y fludioxonil
mas ciprodinil. Evaluaciones realizadas en campo
con Botrytis cinerea por Santomauro et al. (2000)
demostraron no resistencias con ingredientes ac-
tivos como las anilinopyrimidinas. Sin embargo,
evaluaciones in vitro realizadas por el comité de
accion de resistencia a fungicidas (FRAC) han
demostrado que se pueden presentar riesgos de
resistencias medias en algunas cepas, principal-
mente de hongos como Botrytis cinerea 'y Venturia
inaequalis (FRAC, 2005). En el caso de fenilpirro-
les (fludioxonil), se ha observado que el grado de
resistencia a estos fungicidas en campo es bajo
y con rendimientos iguales y, algunas veces, su-
periores a otros fungicidas como ronilan, demos-
trdndose como una alternativa promisoria en el
control de moho blanco y gris en vainas de frijol
seco en Nueva York (Shah et al., 2002). Asi mismo,
se han observado frecuencias de resistencia ba-
jas al evaluar ingredientes activos pertenecientes
a los fenilpirroles (fludioxonil) y aninlino primidinas
(ciprodinil) en el control del moho gris en vifiedos
de Francia (Leroux et al., 2000; Lupton et al., 2005)
Respecto a carboximidas (carboxin) se han repor-
tado resistencias de riesgo medio conocidas para
hongos especificos. En los ditiocarbamatos, segun
el comité de resistencia a fungicidas, no se ha do-
cumentado ningun signo de resistencia, siendo és-
tos de bajo riesgo (FRAC, 2005).
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Los mayores crecimientos in vitro por parte de
los hongos enddfitos fueron en ingredientes activos
como boscalid, captan, iprodione y pyrimethanil.
Estos han sido reportados como ingredientes ac-
tivos de fungicidas con resistencias desde riesgo
medio y bajo riesgo, hasta resistencias muy comu-
nes como en el caso de Botrytis cinereay otros hon-
gos (FRAC, 2005). Ademas, en diferentes estudios
se han reportado diversos grados de resistencia a
nivel de laboratorio, principalmente en patégenos
(FRAC, 2005; Koller et al., 2005; Shah et al., 2002;
Santomauro et al., 2000; Petsikos-Panayotarou
et &l., 2003). Los diversos grados de resistencia
a los ingredientes activos evaluados en los hon-
gos enddfitos y de B. cinerea de este estudio, se
pudieron generar posiblemente por una presién de
seleccion de éstos en los diferentes medios, permi-
tiendo su supervivencia y habilidad de crecimiento,
generandose asi cepas con diferentes grados de
sensibilidad a los fungicidas evaluados. Se cree
que esta presion de seleccién es creada por mu-
taciones genéticas, que pueden ser dirigidas por
la mutacién de un solo gen (resistencia cualitativa)
o diferentes grupos de genes (resistencia cuanti-
tativa o poligénica), que podrian en muchos casos
crear altos grados de resistencia de cepas deter-
minadas a ingredientes activos de un mismo grupo
(resistencia cruzada) o a ingredientes activos de
diferentes grupos (resistencia multiple) (Damicone,
2006; Gallian et al., 2006).

Las diferencias de crecimiento de algunos de
los hongos enddfitos en las dos concentraciones
de fungicidas evaluados para el dia 16 podrian re-
flejar un fenédmeno hormético (fenémeno de hérme-
sis: efecto en bajas concentraciones de un material
toxico estimulando al organismo blanco) (Luckey,
1993; Garzon y Moorman, 1999; Calabrese y Bald-
win, 2000), ya que en algunos de los hongos en-
ddfitos las concentraciones mayores mostraron
mejores diametros de crecimiento en los diferen-
tes ingredientes activos. En investigaciones reali-
zadas por Garzéon y Moorman (1999) se demostré
que bajas concentraciones de fungicidas como
propamocarb pudieron estimular el crecimiento de
ciertos hongos como Pythium en plantaciones de
geranios, en las cuales se desarroll6 mas del 38%
de la enfermedad en comparacién con las planta-
ciones no tratadas.

Las susceptibilidades de crecimientos in vitro
de Botrytis cinerea (cepa 3015) en medios enmen-
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dados con fungicidas como pyrimethanil, carboxin
mas thiram, fludioxonil mas ciprodinil, prochlo-
raz —1 y —2 arrojaron en las dos concentraciones
grados de alta sensibilidad, demostrando la gran
eficacia de estos ingredientes activos contra B. ci-
nerea. Esto ha sido ampliamente demostrado en
varias investigaciones realizadas tanto en campo
como en laboratorio (Lupton et al., 2005; Kohl et
al., 1998; Shah et al., 2002; Sergeeva et al., 2001;
Saladin et al., 2003; FRAC, 2005). Los crecimien-
tos de Botrytis cinerea (cepa 3015) en fungicidas
con ingredientes activos como boscalid, captan e
iprodione demuestran el bajo grado de sensibilidad
en las dos concentraciones evaluadas, lo cual ha
sido ampliamente corroborado en otras cepas de
Botrytis cinerea (Myers, 2006; Kohl et al., 1998;
Santomauro et al., 2000; Beresford, 1994; FRAC,
2005).

A pesar de las diferencias en el tiempo de 6p-
timo crecimiento de B. cinerea (cepa 3015) con
respecto a los hongos endofitos evaluados en los
medios sin enmendar, se observé claramente que
en general estos ultimos pueden tener mayores
crecimientos que B. cinerea en medios enmen-
dados en las dos concentraciones, lo cual genera
mayores expectativas respecto a sus posibles usos
(colonizacién de hongos enddfitos en rosas de cor-
te y compatibilidad con los fungicidas de aplicacion
para controlar la enfermedad, integrando los dos ti-
pos de manejo) en invernadero o campo. Estudios
de sensibilidad a fungicidas desarrollados con con-
troladores biolégicos epifitos como Trichoderma
spp y Clonostachys rosea demostraron una baja
sensibilidad a ingredientes activos como carboxin
mas thiram; no obstante, se confirmaron toxicida-
des in vitro de fungicidas como prochloraz, guaza-
tine y triticonazole hacia éstos. Sin embargo, en
mezclas de fungicidas como carboxin mas thiram
y triticonazole con los hongos de interés en control
bioldgico, tanto en camaras de crecimiento como
en campo, dieron resultados satisfactorios para el
control de Fusarium culmorun en trigo, demostran-
do un eficiente control al implementar un manejo
integrado (Roberti et al., 2006). Esto mismo se de-
beria implementar en estudios futuros para el con-
trol de Botrytis cinerea en rosa teniendo en cuenta
la naturaleza endofitica de los hongos aislados de
R. hybrida.

Una de las principales razones por las cuales
las evaluaciones de sensibilidad a fungicidas a nivel

in vitro algunas veces no corroboran los resultados
obtenidos en campo, es que la naturaleza quimica
de los componentes utilizados en los medios que
van a ser enmendados pueden generar una baja en
las potencias inhibitorias por parte de ingredientes
activos como las anilinopirimidinas. Por ejemplo,
medios de composicién compleja con ingredientes
con extracto de malta o levadura pueden causar
este efecto (Koller et al., 2005). Esto podria ser lo
ocurrido en esta investigacion para el caso de las
anilinopirimidinas (ciprodinil y pyrimethanil), ya que
se escogié un medio complejo para el ensayo, por
poseer caracteristicas especiales que permiten el
crecimiento éptimo de los enddfitos.

En general, los mayores crecimientos con ba-
jas sensibilidades en las concentraciones de algu-
nos de los ingredientes activos evaluados podrian
deberse a mecanismos de transporte de compues-
tos quimicos a través de la membrana plasmatica.
Estos proveen en los organismos que las poseen
proteccién contra productos toxicos (De Waard et
al., 2006). Las investigaciones estan enfocadas en
patégenos de plantas con base en la funcion de
estos transportadores sobre la sensibilidad y la re-
sistencia a fungicidas por parte de cepas que nun-
ca han tenido contacto con estos productos téxicos
(De Waard et él., 2006). Estos mecanismos de de-
toxificacion estan siendo estudiados actualmente,
y se han encontrado para diversos hongos de ca-
racter patégeno tanto de plantas como de animales
y humanos (De Waard et al., 2006; Nakaune et al.,
1998; Nakaune et al., 2002; Cascorbi, 2006; Wan-
ders y Waterhand, 2006). Transportadores como el
mecanismo casete ABC de unién a ATP estan sien-
do investigados para diversos patégenos (Botrytis
cinerea, Mycosphaerella, Aspergillus y Penicillium)
que podrian mediar la resistencia multidrogas a
fungicidas. Estos transportadores podrian ser es-
pecificos para ciertos fungicidas como es el caso
de la resistencia a azoles, a hidrocarburos aromati-
cos, fenilpirroles, entre otros (Hayashi et al., 2002;
Schoonbeek et al., 2001; Stergiopoulos et al.,
2003; De Waard et al., 2006). Teniendo en cuenta
que éste es solo un estudio preliminar, y no abar-
ca todos los procesos investigativos para llegar a
las posibles explicaciones a estas susceptibilida-
des, este trabajo permite visualizar la necesidad de
realizar investigaciones mas profundas al respecto
que nos permitan poder llegar a un mayor grado de
conocimiento
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Muchos hongos viven de manera obligada
dentro de las plantas y no se han explotado biotec-
nolégicamente de manera positiva a nivel agricola
y ambiental en programas de manejo integrado de
plagas y enfermedades. Asi mismo, es importante
la identificacion taxonomica tanto de manera cla-
sica como molecular (Arnold et al., 2005) ya que
en esta investigacion los hongos evaluados fueron
anteriormente descritos (Salgado, 2005) en la for-
ma clasica observandose en la mayoria morfotipos
con morfologias de micelio estéril, por lo que no se
pudieron agrupar en un filo verdadero.

CONCLUSIONES

Los grados de susceptibilidad de crecimiento de
los hongos enddfitos evaluados fueron variables,
teniendo en cuenta los ingredientes activos pro-
bados en las diferentes concentraciones eva-
luadas. Sin embargo, el 45,45% de los hongos
analizados demostré crecimientos desde >3,9
cm hasta diametros > 5,9 cm, lo cual muestra la
capacidad de crecimiento en esos ingredientes
activos con diferentes modos de accion, dejan-
do la posibilidad de ahondar mas acerca de los
mecanismos moleculares por los cuales estos
hongos son capaces de obtener crecimiento en
condiciones adversas.

En la relacion de comparacién de crecimiento,
los hongos enddfitos, a pesar de tener crecimientos
un poco mas bajos con relacién a B. cinerea (cepa
3015) en el control (dia 16), demostraron alcanzar
mayores didmetros en los dos tratamientos, y po-
drian generar un gran interés como organismos
de utilidad en el control biolégico de patégenos
incluyendo a B. cinerea. Se espera en proximos
estudios poder realizar pruebas de colonizacion de
estos hongos o evaluacion de sus extractos in vivo,
para corroborar los estudios in vitro realizados por
Salgado (2005) y los presentados en esta investi-
gacion, y corroborar la accién in vivo de estos en-
dofitos 0 sus metabolitos en el control bioldgico y
manejo integrado de B. cinerea y otros patégenos
de interés agricola.

Las evaluaciones en invernadero, en estudios
de colonizacion y reintroduccion de enddfitos, son
importantes para ver su accién in vivo y su compor-
tamiento frente a fungicidas y plaguicidas en gene-
ral. Las pruebas in vitro nos dan una buena visién
para determinar en qué momento se deberian ino-
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cular los enddfitos y la frecuencias de aplicaciones
que se debe tener para éstos con el fin de mante-
ner una poblacién estable dentro del tejido de la
planta y pueda desempefiar de mejor manera las
relaciones simbioticas con su hospedador.
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