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RESUMEN ABSTRACT

En las campafias de tabaco 2002-2003 y 2003-2004 se realiz6 un
estudio en condiciones de laboratorio para determinar la sensibili-
dad de Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina a los fungicidas
sistémicos metalaxil, iprovalicarb, azoxystrobin y dimetomorf, y se
colectaron aislamientos de diversas regiones tabacaleras en las
provincias de Holguin, Ciego de Avila, Cienfuegos, Matanzas, La Ha-
bana y Pinar del Rio. Se utiliz6 el método de discos de hojas flotan-
tes, y demostro la resistencia al metalaxil en el aislamiento LP0303
(DL,,=21,27), LP0304 (DL,,= 3,57) y LP0305 (DL,, = 2,19) moderada-
mente resistente al fungicida. El resto de los aislamientos fueron
sensibles al metalaxil, y todos lo fueron a los fungicidas dimetomorf,
iprovalicarrb y azoxystrobin.

Palabras claves: Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina, sensibili-
dad, fungicidas

A study under laboratory conditions was conducted during 2002-2003
and 2003-2004 tobacco crop seasons in order to determine the
sensitivity of P. hyoscyami f. sp. tabacina to systemic fungicides
metalaxyl, iprovalicarb, azoxystrobin and dimetomorph. In that way
isolates from several tobacco growing regions in the provinces of
Holguin, Ciego de Avila, Cienfuegos, Matanzas, La Habana and Pinar
del Rio were collected. The floating leaf discs was utilized and it was
demonstrated a moderate resistance to metalaxyl in the isolates
LP0303 (DL, = 21,27), LP0304 (DL,,= 3,57) and LP0305 (DL, = 2,19).
The rest of the isolates were sensitive to metalaxyl, while all tested
isolated were sensitive to dimetomoph, iprovalicarb and azoxystrobin.

Key words: Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina, sensitivity,
fungicides

INTRODUCCION

La aparicion de la forma epidémica de la enfermedad
moho azul, causada por el hongo Peronospora
hyoscyami f. sp. tabacina en 1979 en Cuba [ Pérez, 1983],
obligé a la bisqueda de nuevos compuestos recién in-
troducidos en el mercado, entre los que se destacan los
fungicidas pertenecientes a la familia de las fenilaminas,
incluido el metalaxil, los cuales tienen una alta selecti-
vidad y un fuerte efecto preventivo y curativo contra
hongos pertenecientes al orden Peronosporales [Schwinn

y Urech, 1986].

Este compuesto comenz6 a utilizarse en la produccion ta-
bacalera en el pais en 1980 [Minag, 1983], y gracias a su
uso se redujeron de forma sustancial los elevados niveles
de infeccién que existian en las diferentes areas donde se
cultivaba el tabaco con afectaciones por el moho azul.

Posteriormente aparecieron en el mercado diferentes
grupos de fungicidas con actividad sistémica como el

dimetomorf (CME 151), con fuerte accién contra los
hongos pertenecientes al orden Peronosporales, el cual
ejerce su efecto sobre poblaciones de hongos resisten-
tes a las fenilamidas [Albert et al., 1988; 1995; Koller,
1993; Liet al., 1995]; el azoxistrobin, que muestra una
actividad eficiente contra la mayoria de los Ascomycetes,
Basidiomycetes, Deuteromycetes y Qomycetes [Koller,
1993]; el iprovalicarb, que manifiesta una elevada efi-
cacia por su accién de proteccion curativa y erradicativa
frente a las enfermedades causadas por hongos perte-
necientes a la familia Oomycetes [ Agrios, 2005].

En Cuba, con solo cuatro afios de aplicacién del
metalaxil, se observaron las primeras evidencias de re-
sistencia en areas tabacaleras de la provincia de Holguin,
con porcentajes elevados de aislamientos resistentes
durante la campania 1985-1986. Ya en la campaiia 1987-
1988 se detectaron poblaciones del hongo resistentes
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en las zonas occidentales y en Ciego de Avila, en la re-
gién central [Muiio et al., 1990a].

A partir de la campanal986-1987 se tomaron impor-
tantes medidas que incluyeron la reduccion de los tra-
tamientos foliares con metalaxil, se eliminaron las apli-
caciones al suelo en semilleros en todas las regiones
tabacaleras del pais y se adopté el sistema de pronésti-
co propuesto por Rodriguez et al. (1984). El empleo de
este sistema permitio realizar solamente aplicaciones
de fungicidas a partir de la sefial emitida de periodos
favorables para el desarrollo de la enfermedad. Otra de
las medidas fue el tratamiento con metalaxil mezclado
con ditiocarbamatos en las areas donde solo se presen-
taba la enfermedad, medida que ayudé a reducir la pre-
sién de seleccion y se adopté el sistema de monitoreo
de la resistencia [Muifio, 1997], que permite un manejo
adecuado de los fungicidas y de las poblaciones resis-
tentes.

La resistencia de los hongos a productos quimicos cons-
tituye un punto esencial en la presencia de determina-
das razas del hongo. Este fendmeno se manifiesta por
una reduccion de la sensibilidad a los productos quimi-
cos, y esas caracteristicas se transmiten genéticamente

[Serres y Carrazo, 1976].

En el presente trabajo se persiguié como objetivo de-
terminar la sensibilidad de diferentes aislamientos de
Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina a los fungicidas
sistémicos metalaxil, iprovalicarb, azoxystrobin y
dimetomorf.

MATERIALES Y METODOS
Durante las campanas de tabaco 2001-2002 y 2002-2003

se realizaron muestreos en diferentes zonas tabacale-
ras del pais, en las provincias de Pinar del Rio, La Ha-
bana, Matanzas, Cienfuegos, Ciego de Avila y Hol-
guin, para obtener los diferentes aislamientos del
hongo P. hyoscyami f. sp. tabacina.

Se colectaron al azar hojas de tabaco con lesiones de la
enfermedad y esporulaciones activas del hongo por cada
foco existente, y se preparé un inéculo a partir de ho-
jas con esporulaciones frescas y activas del hongo. Con
un pincel se colectaron los esporangios y se suspendie-
ron en agua destilada estéril. La concentracion se ajus-
t6 entre 1-5 x 10 esporangios/mL mediante conteo en
la camara de Neubauer.

Parala determinacién de las lineas de base de sensibili-
dad se empled el método modificado de discos de hojas
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descrito por Muifio et al. (1990b), el cual consiste en el
cultivo de plantas sanas de tabaco var. corojo en condi-
ciones de laboratorio. De las hojas de las plantulas se
cortaron discos de 1 cm de didmetro y se colocaron en
placas de Petri de 7 cm de diametro en flotacién sobre
soluciones de los fungicidas a diferentes concentracio-
nes. Se ensayaron diez réplicas a las concentraciones de
0,0001;0,001; 0,015 0,15 0,5; 1,5; 10,0 y 100 mgi.a./L de
metalaxil, iprovalicarb, azoxystrobin y dimetomorph,
ademas de la réplica testigo con agua destilada estéril.
La evaluacion se realizé a los doce dias posteriores a la
inoculacién y se dedujo el porcentaje del area de la hoja
con presencia de esporulaciones basado en el area total
para cada réplica. Se calculé la media del porciento de
mortalidad por concentracion, los que se transformaron
a unidad de Probit [Bliss, 1935], y los datos de concen-
tracién a logaritmo de la concentracién. Se ajusté una
ecuacion de regresion, y a partir de la linea de regresion
se determin el valor correspondiente a la DL_ . Todo
este procedimiento se realizé6 mediante un programa
computarizado. Se calculé ademas el factor de resisten-
cia (FR) a partir de la relacién entre las DL_ calculadas
y las DL de referencia obtenidas para cepas sensibles
conocidas, que es de 0,01 mgi.a./L. [Muifio et al., 2007].

Con los valores de DL se compararon los aislamientos
mediante un analisis bifactorial de 1X1 con test de sig-
nificacién de Newman Keuls al 5%, y se agruparon en
diferentes categorias de acuerdo con el valor dela DL
obtenido, segiin se describe a continuacion:

Simbolo Categoria DLsy
S Sensible <l mgi.a.c L}
MR Medianamente resistente 1-5mgi.a. * L1
R Resistente 10-20 mgi.a. ¢ L-!
AR Altamente resistente 50-100 mg i.a.c L-!

RESULTADOS Y DISCUSION

De los fungicidas evaluados solo hubo resistencia al
producto fungicida metalaxyl (Tabla 1), los cuales co-
inciden en su procedencia de la provincia de La Haba-
na en la campaiia 2002-2003.

El aislamiento LP0303 resistente al producto presenta
el valor de DL, mas elevado, seguido por los aislamien-
tos LP0304 y LP0305, considerados como moderada-
mente resistentes, y que presentan valores de DL, de
3,17y 2,19, respectivamente. En el resto de los aisla-
mientos estudiados no hubo resistencia al metalaxyl.
Estos resultados confirman la presencia de poblacio-
nes resistentes al fungicida, aunque es importante des-
tacar que en seis aislamientos se demuestra sensibili-
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dad, factores de resistencia por debajo de 10 en el res-
to, en siete se comprobd altos niveles de resistencia; de
estos cuatro por debajo de 100, y tres aislamientos por
encimade 100, lo que indica una resistencia muy eleva-
da. Es decir, que con la presencia de poblaciones en el
campo con estas caracteristicas, aun cuando el metalaxil
ha sido reducido, se evidencia la presencia de poblacio-

nes que se han establecido de manera importante en con-
diciones de la naturaleza, de ahi la necesidad de introdu-
cir otras moléculas con diferentes mecanismos de accion
en las estrategias de manejo de las poblaciones resisten-
tes al metalaxyl. Los resultados coinciden con los obte-
nidos por Muifio (1997), quien destaca poblaciones re-
sistentes al metalaxyl en todas las provincias del pais.

Tabla 1. Sensibilidad de los aislamientos al fungicida metalaxyl

Aislamiento Ecuacion de regresion R2 DLs FR Categoria
H 01 y =-1,4137x + 1,7517 0,8827 0,01 1 S
C02 y =—1,3534x + 3,1470 0,8483 0,04 4 S
M02 y =-0,7752x + 4,5737 | 10,9380 0,28 28 S
LP02 y =-0,6537x + 4,1046 0,7763 0,04 4 S
S02 y =-0,5169x + 4,7287 | 0,7204 0,30 3 S
LP0301 y =-1,2649x + 2,4739 0,7593 0,01 1 S
LP0302 y =-0,7600x + 4,7438 | 0,9787 0,46 46 S
LP0303 =-0,4112x + 5,5460 0,7705 21,27 2127 R
LP0304 y =-0,5521x + 5,3054 0,8680 3,57 357 MR
LP0305 y =-0,5267x + 5,1796 0,8297 2,19 219 MR
PR0301 y =-0,4697x + 4,9698 | 0,6630 0,86 86 S
PR0302 =-1,3581x +2,2085 | 0,7523 0.01 1 S
CA0301 y =—0,7504x + 4,9424 | 0,9643 0.84 84 S

Para el fungicida dimetomorph no existen aislamientos
resistentes al producto. Los valores de DL,  demuestran

sus sensibilidades (Tabla 2). Actualmente seaplicaen la
produccion con una elevada efectividad.

Tabla 2. Sensibilidad de los aislamientos frente al fungicida dimetomorph

Aislamiento Ecuacion de regresion R DLs FR Categoria
H 01 y =—-1,5932x + 1,4512 0,8873 0,01 1 S
C02 y =—1,4857x + 1,9970 0,8627 0,01 1 S
MO02 y =—1,4253x + 2,4548 0,3960 0,02 2 S
LP02 y =-1,6942x + 1,5256 0,8492 0,01 1 S
S02 y =—1,5154x + 2,1501 0,8393 0,01 1 S
LP0301 y =—1,5026x + 1,8109 0,9114 0,01 1 S
LP0302 y =—1,5864x + 1,8502 0,9224 0,01 1 S
LP0303 y =-1,5351x + 1,7900 0,9134 0,01 1 S
LP0304 y =-1,5296x + 1,8184 0,9132 0,01 1 S
LP0305 y =-1,5679x + 1,4329 0,8858 0,01 1 S
PR0301 y =-1,5925x + 1,4223 0,3859 0,01 1 S
PR0302 y =-1,5723x + 1,5963 0,8908 0,01 1 S
CA0301 y =—1,5569x + 2,1007 0,8681 0,01 1 S
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Los valores de DL parael fungicidaiprovalicarb mues- ~ Similar comportamiento se vio en los aislamientosenel
tran también sensibilidad de todos los aislamientosa  caso del azoxystrobin. Ninguno de ellos mostré resis-
este producto quimico (Tabla 3). tencia, dado por los valores de DL, obtenidos (Tabla 4).

Tabla 3. Sensibilidad de los aislamientos al fungicida iprovalicarb

Aislamiento Ecuacion de regresion R2 DLsy | FR Categoria
H 01 =-1,4565x +2,3727 | 0,9393 | 0,01 1 S
C02 y =-1,4630x + 1,7054 | 0,9133 | 0,01 1 S
M02 y =-1,4569x + 1,8748 0,8802 0,01 1 S
LPO02 y=-1,4621x +1,7859 | 0,8996 | 0,01 1 S
S02 =-1,4744x +1,8485 | 0,8925 | 0,01 1 S
LP0301 y =-1,6081x + 1,5968 0,8698 0,01 1 S
LP0302 y =-1,2442x +2,5933 | 0,7910 | 0,01 1 S
LP0303 =-1,6001x +1,6091 | 0,8516 | 0,01 1 S
LP0304 y=-1,7641x +1,8316 | 0,8349 | 0,02 2 S
LP0305 y =—1,5494x + 1,4662 0,8729 0,01 1 S
PR0301 y =-1,6081x + 1,5968 0,8577 0,01 1 S
PR0302 y =—1,6435x + 1,4684 0,8810 0,01 1 S
CA0301 y =-1,5945x +1,4719 | 0,8789 | 0,01 1 S

Tabla 4. Sensibilidad de los aislamientos al producto fungicida azoxystrobin

Aislamiento Ecuacion de regresion R2 DLsy | FR | Categoria
HO01 y =-1,6745x + 1,6667 0,8586 0,01 1 S
C02 y =-1,4950x + 2,0515 0,8555 0,01 1
Mo02 y =—-1,4897x + 2,0063 0,8570 0,01 1 S
LP02 y =-1,5368x + 2,0423 0,8776 0,01 1 S
S02 y =-1,5405x + 2,1023 0,8641 0,01 1 S
LP0301 y =-1,2676x + 3,1096 0,8645 0,03 3 S
LP0302 y =-1,5612x + 1,4203 0,8866 0,01 1 S
LP0303 y =—1,5636x + 1,4226 0,88560 0,01 1 S
LP0304 y =—1,6050x + 1,5676 0,8644 0,01 1 S
LP0305 y =—1,5955x + 1.5779 0,8815 0,01 1 S
PR0301 y =—1,2879x + 2,9834 0,8959 0,03 3 S
PR0302 y =—1,5589x + 1,9235 0,9071 0,01 1 S
CA0301 y =—1,4601x + 1,8680 0,8807 0,01 1 S
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Los factores de resistencia indican el nivel de pérdida
de sensibilidad de un aislamiento de campo respecto a
aislamientos salvajes, o normalmente sensibles a los
fungicidas. Para el caso del metalaxil existen valores
muy altos, por encima de 100 en algunos casos, que
demuestran la alta resistencia de esas poblaciones ais-
ladas de campos de tabaco, sometidas a tratamientos
sistematicos con el fungicida por tiempo prolongado;
sin embargo, los valores obtenidos para el resto de los
fungicidas estudiados resultaron bajos; por tanto, los
aislamientos demuestran una sensibilidad normal a
ellos, factibles de incluir como la medida mas pro-
misoria en las estrategias de control de las poblaciones

de P. hyosciamy f. sp. tabacina.

CONCLUSIONES

* Se confirma la presencia de poblaciones resistentes
al fungicida metalaxil en siete aislamientos, y en seis
se demuestra sensibilidad. De ellos los de mayor ni-
vel de resistencia son tres, procedentes de la provin-
cia de La Habana: LP0303 (DL, = 21,27), LP0304
(DL, =3,57) y LP0305 (DL, = 2,19).

* Todos los aislamientos resultaron sensibles al
iprovalicarb, dimetomorf y azoxystrobin.
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