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Ensayo in vitro de eficacia de fungicidas
frente @ Pythium tracheiphilum en lechuga

Ana J. Gonzalez (Laboratorio de Fitopatologia, Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agro-
alimentario (SERIDA), Villaviciosa, Asturias g-mail: anagf@serida.org),
Fermin Menéndez (Seccion de Sanidad Vegetal, Consejeria de Medio Rural y Pesca, Qvieda).

Pythium tracheiphilum es el agente causal de una enfermedad vascular en lechuga (Lactuca
sativa L.) diagnosticada en Asturias. Los tratamientos antifiingicos utilizados (propamocarb
y fosetil-Al) no fueron eficaces en el control de la enfermedad. Para poder establecer una
pauta terapéutica se realizd un ensayo de eficacia in vitro de cinco productos fitosanitarios
comerciales. cuyas materias activas eran: metalaxil (8%) + mancozeb (64%). himexazol
(36%). fosetil-Al (80%), dimetomorf (7,5%) + mancozeb (66.7%) y propamocarb (72,2%).
Se evaluo inicamente el efecto de los productos respecto al desarrollo del micelio. La
disminucion del diametro de la colonia respecto al control se utilizé como indicador de
inhibicion (total o parcial) del crecimiento. El producto mas eficaz fue la mezcla de metalaxil
+ mancozeb que impidio el crecimiento fdngico a 64 pg/ml, tuvo efecto fungicida y fue util
también en campo.

Palabras slave: lechuga, P fracheiphilum, filosanitarios, in vitro.

INTRODUCCION

La lechuga es el principal cultivo horticola de Asturias con 6.060 1 producidas en 2001 (www.sadei.es). Desde 2002 se ha venido detectando
en este cultivo un problema fitopatoldgico en una explotacion del concejo de Villaviciosa (Asturias), tanta al aire libre como en invernadero,
que ha podido ser asociado a la presencia de Pythium tracheiphilum (Gonziez el al.. 2004). Los sintamas de esta enfermedad corresponden
a necrosis en la zona del cuello y tallo que se extiende a Ias hojas interiores (Figura 1). Cuando se realiza un corte longitudinal de la zona
del cuello se observa un oscurecimiento de los vasos propio de las enfermedades vasculares. Las pérdidas producidas por esta patologia se
estimaron en un 20% de la produccion en el cultivo al aire libre en verano.

Como tratamientos fitosanitarios durante el cultivo se hahian utilizado, primero una solucidn de propamocarb al 0,1% mediante la inmersidn
de |a base del taco con la plantula antes del transplante, y posteriormente, siguiendo el mismo método, fosetil-Al al 0,3%. Puesto que los tra-
tamientas empleados no fueron eficaces en el control de la enfermedad. se procedid a realizar un ensayo in vitro de diferentes materias acti-
vas recomendadas para su uso frente a Pythium u otros ocomicetos, con vistas a establecer la pauta terapéutica apropiada para este caso.
Los métodos de evaluacion in vitro de fungicidas (Leroux ef al., 1977, Martin ef al., 1984: Gonzitez v Fuevo, 1993: Gonzitez, 2000: Tavion et al.,
2002) constituyen el primer paso para conocer la eficacia de un producto, son relativamente faciles y rapidos de realizar y proporcionan un in-
dice de su valor practico.

Material y métodos

Los productos fitosanitarios comerciales ensayados
fueron: himexazol (36%), fosetil-Al (B0Y%), propamo-
carh (72,2%) y las mezclas de metalaxi! (8%) + man-

cozel (64% )y dimetomor (7.5%) + mancczeb (66,7%),

Como media de culfivo para la propagacion
del hongo se utllize APD (agar de patata y dextro-
sa), El método de evaluacion utilizado fue &l de 1a
medida del efecto sobre el desarrolla del micelio 1al
Y como se describid praviamente en Gonzalez y Fue-
yo (1993) y Gonzdlez (2000). Los productos a &n-
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savar se (ncorporaron al medio de cultivo an carn-
tidad apropiada para conseguir las dosis de ensa-
Y¥O. QLB Siguigron una progresion gecmetrica: ae 1
a 1024 pg/m| de cada producto, rafer|das siempre
a la malerla activa de referencia, es decir, metala-
xil, himexazal, foselil-Al, dimetomorf v propame-



carb. Se incluyo un testigo sin productes. Las pla-
cas con 1024 jg/mi de fosetil-Al na solidificaron,
por lo que no se ensayd esta concentracion, La adi-
cion del producto al mediose realizo una vez este-
rilizado éste y manteniéndolo a 50°C, tras lo cual
se ves0 en placas de cullivo de 9cm de digmetro.

Como indeulo se ulilizaron discos de Igual ta-
mario de un cultivo en crecimiento activo de hon-
go enmedio APD, Eslos discos se colocaron de for-
ma que el hongo quedd en contacto directo con el
producto ensayado.

Las placas se incubaron dos dias 2 25°C y el
crecimianto se estima mediants ia media de los did-
metros perpendiculares de las colanias medides
con un pie de rey. La disminucion del didmetro de
las colonias respecto 2 1as colonias control, me-
dido antes de ocupar toda la superficie de la placa,
se utilizd como indicador de inhibicion. total o par-
cial, del crecimiento,

Para determinar el efecto fungistatico o lungici-
da se procedio & resembrar el indeulo de las placas
an las que se habia preducido fa inhibicion del gre-
cimiento, en madio APD sin producto. consideran-
fose la accion de gste fungicida si no habia creci-
mianito en este medio y fungistética cuando |0 habia.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Resultados

Los datos referidos a la reduceion del crecimients
producida por los productos ensayados respecto al
lestigo se representan graficamente en la Figura 2,
La mezcla de metalaxil y mancozeb resultd ser
el tratamiento mds aficaz pues a 1 jig/mi el producte
consiguio reducir 8! crecimiento del micelio en apro-
ximadamente un 61%. La Inhibicién total del cre-
cimiento 0 concentracién inhibitoria minima
(C.I.M.), se situarfa en el rango entre 32-64 pa/ml.
Resembranda el indculo correspondiente a las. con-
centraciones de 64 pg/ml v superiores se compro-
ba que este fitosanitario tenia aceidn fungicida.
El'himexazal redujo a un 50% el crecimiento del
micelio a una concentracian da 1 pg/ml, Sinembar-
go. el aumenta de la dosis consiguit pequefias dife-
rencias graduales en el efecto, de forma que [a inhi-
Bicion total solo sa consigue a 1024 Jg/mil, A estd con-
centracian el producto se comportd coma fungicida.
En el caso de la mezela de dimetomart y man-
cozeb, se inhibid el crecimiento fingico & 256 g/l
y el producto se comportd como fungistatico a es-
ta concentracion y coma fungicida a las dos si-
guientes, es decir, a 512 y 1024 pa/ml.
El fosetil-aluminic ha tenido una escasa efica-
¢id, sbservandose una reduccidn del crecimiento
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Figura 1. Muestras de lechuga mosirando sintomas de infeccion por P, fracheiphilum.

en torno al 62% a 512 pg/ml,

Al iqual que en el caso anterior, el propamo-
carb no consiguio inhibir fotalmente &l crecimien-
[0 del honge ni siguiera a 1024 po/mi. Hasla 128
pa/ml apenas se observa s efecto, consiguigndo-
se und raduccion de casi 8l 60% a 256 pg/ml

Discusion
Es de resaliar que los dos productos fitosanitarios

mids eficaces fueron las mezclas de metalaxil y di-
metomaort con mancozeb
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Tanto en el caso det metalaxil como del dime-
tomort no fue posible ensayar por separado las ma-
teriag activas, puesto que s6lo se disponia de [a
mezcla con mancozeb, Sefialar que el mancozeh sa
cita también para el control de Pythium spp. (Dt
Lifan, 2000),

Para establecer qué papel cumple cada (no de
los companentes de ambas mezclas en el control
del honge, seria necesario realizar 8l ensayo con
los productos por separada y con la mezela de for-
ma que se conozca cuadl es la eficacia de cada uno
y la pasible sinergia entre ellos



El farmulado de metalaxil con mancozeb se ha
recomendado en lechuga para el contral de varios
palogerios Incluyendo oomicetas y combina un fun-
gicida sistémico, el metalaxil, con otro de contac-
o, 8l mancozeb, |o que ha sido propuesto para evi-
lar la aparicion de resistencias. En nugstro estudio.
esta combinacion hia resultado ser la mas eficaz pa-
ra &l control i vitro de P. fracheiphilum,

El himexazol tiene una importante actuacion
sobre el crecimianto del micelio del hongo, de for-
Mma Que reduce aproximadamente un 50% del cre-
cimiento.a 1 po/ml. Sin embargo, para que un pro-
ducto pueda utilizarse de manera eficaz se precisa
fue tenga como meta la inhibician total del creci-
mierto, puesto gue una pequend cantidad de mi-
celip viable reproduce en paca lempo 1a canfidad
de indculo inicial. En este sentido. & himexazal no
(io buenos resultades ya que aumentos de dosis
de producto solo coRsiguen un progresivo aungue
ligero aumento de la eficacia y 1a G |M. se sitia en-
fre 512y 1024 pg/ml,

En el caso del fosetil-Al se produjo un pro-
plema en la dosis de 1024 pg/ml, probablemente
debido a una acidificacion del medio que impidid
la solidificacian del agar. No se volvid a repetir &l
ensayo de esta dosis, corrigiendo este problema,
puesto que a concentraciones Inferiores ya se ha-
bia visto que el producto no es muy eficaz Con es-
te producto se produje Lna reduceion del craci-
miento micetiar en torno al 64% a 612 pg/ml. Qui-
zds debido a la forma de acluacion de este produc-
1o —se dica que mejora la defensa de fa planta- la
realizacidn de ensayos in vilro no sea el mejor mé-
fodo para evaluar su eficacia; a pesar de ello'se in-
tluyd en el estudio porque habfa sido uno de los
productos ufilizados en campo.

En cuanto al propamocarb, 14 ingficacia de ss-
fe producto en el contral de Pythium tracheiphilum
habia sido ya mencionada por Messiaen ef al.
(1895). Sin embargo, otras informaciones siguen
apuniandoal uso de este producta en el control da
la enfermedad (htto://www masitaly. com/IT) o, en
aeneral, para el control de oomicosis (De Lifign,
2000). En nuestro caso, el propamocart no ha si-
do capaz de inhibir iolaimente gl crecimiento del
micelio ni siquiera a 1024 po/ml. Los datos obie-
nidos /i vifro 2n este ensayo corroboran las ab-
servaciones de campo puesto que se habia realiza-
do tratamientos con propamocarb v foselil-Al sin
obtener resuliados posilivos

En nuestro estudio, la combinacion de meta-
laxil y mancozeb presento un compariamiento cla-
ramente mas elicaz en el control in vitro del hon-
go que los otros productos ensayados y, por lanto,
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CRECIMIENTO
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Figura 2. Representacion grafica del crecimiento (en cm.) de Pythium tracheiphilumen el ensayo in

vitra de cinco productos fitosanitarios.

Bs la opcion a recomendar. Teniendo en cuenta que
a eficacia in vitro no necesariamente supone un
buen control i vive, donds hay que considerar ofros
factores, lales como la degradahilidad del com-
puesto, persistencia, mecanismo de actuaciorn e In-
teraccion con ofros compuestos. En nuestro casa,
la opcidn terapéufica mas eficaz in vifro sehaapli-
¢ado al campo, obteniendo el agriculiar buenos re-
sultades con la mezcla de metalaxil y mancozeb en
el control de 12 enfermedad.

Conclusiones

En este estudio el producto mas eficaz in vitro pa-
ra el control da Pythium fracheiphilum ha sido la
mezcla de metalaxil y mancozeb v, por tanto, (o he-
mos recomendado coma opcion terapéutica a ufi-
lizar en campo.

La mezela de dimetomarf y mancazeb, no re-
comendado especificamenta para el fratamiento de
Pythium, tambien se ha mosirado eficaz frente a es-
te hiongo.

El himexazol ha mostrado actividad frente a
Pythium tracheiphiltm, pero el crecimiento lolal
$610 lo ha eliminado a las concenlraciones mas
elevadas ensayadas situandose la CIM entre 512
y 1024 pg/ml. Esto representa n serio inconve-
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nignté a S0 uso. ya que la reduccion de crecimignto.
del hongo sole supone Un reiraso en gl desarro-
Ilo de la enfermedad, pues los microorganismos
fianen un tiempo de generacion corto, de forma
que rapidamente se recuperan 1os niveles inicia-
les de indculo

El propamocarb y el tosetil-Af han sido Inefi-
£aces en nuestro estudia.

Por Ultimo destacar que |a metodologia em-
pleada sa fia mostrado (il para seleccionar una op-
cidn terapéulica quimica en casos en los que la pau-
ta nabitual no se muestra gficaz, ayudando a utili-
zal de una forma mas racional los productos fito-
sanitarios: cuestion ésta de suma importancia s1 &l
objetivo es I3 realizagion de un cullivo “sostenibie”

Agradecimientos A Mafilde Avila por su cul-
dadoso Irabajo de elaboracian de los medios de
cultivo.
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