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Resistencia a fungicidas en Botrytis cinerea en el Uruguay
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Resumen

Botrytis cinerea provoca pérdidas importantes en numerosos cultivos y posee alta capacidad para hacerse resistente a
fungicidas. Para conocer la situacion en Uruguay se evalud la sensibilidad a fungicidas de 169 aislamientos provenientes de
seis cultivos monosporicos provenientes de arandano, tomate, frutilla, vifia, rosal y eucalipto de diferentes zonas. Se determi-
né la concentracion inhibitoria minima (CIM) de Carbendazim (Carbendazim, 50,0% i.a.), Iprodione (Rovral, 50,0% i.a.,
BAYER), Pyrimetanil (Mythos, 30,0% i.a., BAYER) y Pyraclostrobin + Boscalid (Bellis, 12,80%y 25,20% i.a., respectiva-
mente, BASF). Se evalud crecimiento a las 48 horas en placas con agar papa dextrosa (gelatina—glucosa para Pyrimetanil)
con diferentes concentraciones de fungicida. Se encontraron poblaciones con diferente comportamiento. La resistencia a
Carbendazim (CIM>128 mg/l) predomind en todos los cultivos muestreados, menos en arandano. Para Iprodione las CIM
se distribuyeron por todos los valores desde <1 a > 16 mg/ly para pirimetanil 30% presentaron CIM > 8 mg/l. La mayoria de
los aislamientos presentaron CIM <4 mg/l de Boscalid + 1 mg/l de Pyraclostrobin, pero 7% presentaron CIM >32 mg/l + >
16 mg/l. El efecto hospedero fue altamente significativo sobre la sensibilidad a los fungicidas. Los aislamientos provenientes
de arandano y eucalipto fueron los mas sensibles, salvo cuando los de eucalipto fueron testeados con Carbendazim. Los
aislamientos de tomate y rosa fueron los mas resistentes, y los de frutilla intemedios.
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Summary

Fungicide Resistance in Botrytis cinerea in Uruguay

Botrytis cinerea causes important losses in various crops and can easily acquire resistance to fungicides. In order to evaluate
resistance in Uruguay, the fungicide sensitivity of 169 monosporic isolates from blueberry, tomato, strawberry, vine, rose and
eucalyptus from different regions, was assessed. The minimum inhibitory concentration (MIC) of Carbendazim (Carbenda-
zim, 50,0% i.a.), Iprodione (Rovral, 50.0% i.a., BAYER), Pyrimetanil (Mythos, 30.0% i.a., BAYER) and Pyraclostrobin +
Boscalid (Bellis, 12.80%y 25.20% i.a., respectively, BASF) was determined. Growth after 48 hours was evaluated on potato
dextrose agar (gelatin glucose agar for pirimetanil) with diferent concentrations of fungicide. Populations differing in behavior
were found. Resistance to Cabendazim (MIC > 128 mg/l) predominated in all crops samples, except in blueberries. Iprodione
MICs ranged from <1 to > 16 mg/l, and 30% of the isolates” MIC was > 8 mg/l. The majority of isolates” MIC was < 4 mg/|
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of Boscalid + 1 mg/l of Pyraclostrobin, but for 7% MIC was > 32 mg/l + > 16 mg/l. The host crop had a very significant effect
on the sensitivity to fungicides. Isolates from blueberries and eucalyptus were the most sensitive, except when the latter were
tested with Carbendazim. Isolates from tomato and rose were the most resistant,and those from strawberry were intermediate.

Key words: anilinopirimidines, dicarboximides, benzimidazoles, carboxamides, grey mould

Introduccion

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, mas conoci-
do por su anamorfo Botrytis cinerea Pers.: Fr., es un pato-
geno polifago que afecta la produccion de numerosos culti-
vos. En el Uruguay provoca pérdidas importantes debido a
la pudricion que produce en frutos y otros drganos de culti-
vos como frutilla, tomate, morrdn, vifia y arandano, y en
plantines de ornamentales y forestales.

El manejo de la enfermedad se basa en una combina-
cion de medidas culturales y el uso de fungicidas, algunos
de mdltiples sitios de accion y otros mas modernos, mas
efectivos pero de mayor riesgo de resistencia. Entre éstos
estan los bencimidazoles, dicarboximidas, anilinopirimidi-
nasy carboxamidas. B. cinerea es uno de los patégenos
considerados de alto riesgo para la aparicion de cepas re-
sistentes a fungicidas (Russel, 2004), y en varios paises se
ha determinado la existencia de cepas resistentes a dicar-
boximidas (LaMondia y Douglas, 1997; Lennox y Spotts,
2003; Myresiotis et al., 2007; Yourman y Jeffers, 1999),
anilinopirimidinas (Bardas et al., 2008; Baroffio et al., 2003;
Forstery Staub, 1996; Latorre et al., 2002; Moyano et al.,
2004), carboxamidas y estrobirulinas (Myresiotis et al.,
2008). En Uruguay se ha detectado resistencia en otros
patdgenos como Penicillium spp. (Santos et al., 1989; Pian-
zzola et al., 2004) y Monilinia fructicola (Leoni, 2004) pero
no existia informacion experimental sobre la resistencia de
B. cinerea a fungicidas en el Uruguay. Este trabajo tuvo
como objetivo evaluar la sensibilidad de aislamientos de B.
cinerea obtenidos de arandano, tomate, frutilla, vifia, euca-
lipto y rosal provenientes de diferentes zonas del pais a los
fungicidas: Carbendazim, Iprodione, Pirimetanil y el fungici-
da mezcla Boscalid + Pyraclostrobin.

Materiales y métodos

Muestreos

Entre 2006 y 2008 se visitaron mas de 50 predios ubica-
dos en diferentes partes del pais y se obtuvieron muestras
de tejido vegetal de vifia, tomate en invernaculo, frutilla, arén-

dano, eucalipto (vivero bajo malla de sombra) y rosal. En
cada predio se sacaron entre 1y 10 muestras (con sinto-
mas o de 6rganos posiblemente infectados) de diferentes
partes del cuadro. Los 6rganos muestreados fueron: uvas
maduras o inmaduras, frutos de frutilla, frutos, tallos y restos
florales de tomate, flores de arandano, plantas de eucalipto y
pétalos de rosa. Las muestras se colocaron individualmen-
te en bolsas plasticas en el campo y se conservaron en
heladera hasta su procesamiento. Se recabd informacion
de los fungicidas aplicados al cultivo muestreado.

Obtencion y conservacion de aislamientos
monosporicos

El aislamiento se realiz6 en agar malta con 0,02% de
sulfato de estreptomicina. Se sembraron conidios directa-
mente de muestras que vinieron del campo esporuladas o
luego de incubarlas en cdmara himeda. En el caso de
uvas inmaduras, se congelaron durante 12 horas, se des-
infectaron con hipoclorito de sodio al 1%, se enjuagaron en
agua destilada estéril y se colocaron individualmente en
camaras humedas hasta lograr la esporulacion caracteris-
tica de Botrytis cinerea (Ellis, 1971).

Cada aislamiento se sembrd en un tubo con medio papa
dextrosa agar (PDA) y se incub6 durante 15 dias hasta
lograr la esporulacion. Los conidios se desprendieron por
agitacion con 2 ml NaCl 0,9% + 0,05% de Tween 80. Una
suspension de 10° - 10* esporas/ml se sembré mediante
estriado en una placa de PDAYy se incubd a 25 °C durante
24 0 48 horas para obtener una colonia monosporica por
cada aislamiento. Se guardaron discos de micelio en PDA
en ependorf con agua destilada estéril a 5 °C para los estu-
dios posteriores.

Ensayos de sensibilidad a fungicidas

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de los fungicidas: Carbendazim (Carbendazim, 50,0%i.a),
Iprodione (Rovral, 50,0% i.a., BAYER), Pyrimetanil (Mythos,
30,0%i.a., BAYER)y el fungicida mezcla Pyraclostrobin +
Boscalid (Bellis, 12,80% y 25,20% i.a., respectivamente,
BASF). Se probaron las concentraciones: 4, 16, 32 y
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128 mg/| para Carbendazim, 1, 2, 4, 8y 16 mg/l para Ipro-
dioney0,5, 1,2, 4y 8 mg/l para Pyrimetanil. En el caso del
fungicida mezcla las concentraciones utilizadas fueron; 2 +
1,4+2,8+4,16 +8y 32+ 16 mg/l de Boscalid y de
Pyraclostrobin, respectivamente. En cada caso diluciones
stock de los fungicidas se prepararon en agua destilada
estéril a partir de las formulaciones comerciales (Bardas et
al., 2009; Lennox y Spotts, 2003; Northover, 1988;
Yourmany Jeffers, 1999) de acuerdo a la concentracion de
principio activo declarada en cada producto.

Los ensayos de sensibilidad se realizaron mediante el
método de dilucion en placa, descrito por Cabafias et al.
(2009). Cada aislamiento monospérico se sembrd en un
vial con 5 ml de PDA y se incubt siete dias a 25 °C. Los
conidios se desprendieron por agitacion con 2 mlNaCl 0,9%
+0,05% de Tween 80. Se ajusté la concentracion a 10°
esporas/ml por dilucion en agua estéril. Para el ensayo se
utilizaron placas de Petri de 90 mm con 10 ml medio con la
correspondiente concentracion de fungicida dispensado el
dia anterior para evitar la presencia de agua de condensa-
da. El'medio utilizado fue PDA, salvo que para pirimetanil
se utiliz6 el medio gelatina-glucosa (GG) preparado segin
recomendacion de Sierotzki y Edel (2006). El fungicida se
agregd al medio fundido a 45 °C, en una solucion en agua
destilada esterilizada, inmediatamente antes de dispensar
las placas. En cada placa se sembr6 1l de la suspension
de esporas en hasta nueve puntos separados entre si . Se
hicieron dos repeticiones de cada aislamiento. Las placas
se incubaron 72 ha 25 °C, antes de evaluar macroscdpica-
mente, presencia o ausencia de crecimiento, determinan-
dose la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) , 0 sea, la
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minima concentracion del fungicida que causaba 100% de
inhibicion del crecimiento.

Andlisis estadistico

El efecto del huésped del cual procedian los aislamien-
tos sobre la sensibilidad (CIM) a cada fungicida fue estudia-
da ajustando modelos lineales generalizados asumiendo
distribucién multinomial ordinal de la variable de respuesta
(CIM) mediante el procedimiento GENMOD del paquete
estadistico SAS version 9.1.3 (SAS Institute, Cary, NC,
2005). Para la presentacion de los resultados se calculd la
sensibilidad media de la poblacion de B. cinerea asociada
a cada huésped, como la media de las CIM determinadas
para los aislamientos correspondientes, dado que la media
es consecuencia de la distribucion.

Resultados

Se obtuvieron 169 aislamientos monosporicos de los
cinco cultivos en los muestreos realizados (Cuadro 1). En
la mayoria de los casos, el hongo se obtuvo de 6rganos
visiblemente afectados en el campo, aunque en algunas
bayas de uva éste se desarrollé luego de incubarse en
camara himeda.

Se obtuvo informacion correspondiente a los fungicidas
aplicados en lamayoria de los casos de arandano, tomate,
vifia y eucalipto, pero en pocos de frutillay rosa. En aranda-
no se utilizaron dicarboximidas y anilopirimidinas salvo en
un predio que sdlo aplicé un bencimidazol. En tomate se
utilizaron mayor variedad de fungicidas, en general tres a
cinco por cultivo, incluyendo hasta tres de los grupos consi-

Cuadro 1. Procedencia de los aislamientos analizados.

Cultivo NUmero de aislamientos

Sur Norte Total

Canelones y Montevideo Durazno Salto Paysandud Tacuarembo

Arandano 23 2 25
Eucalipto 12 18
Frutilla 24 12 36
Tomate 19 37 56
Rosal 6 6
Vifa 28 28
Total 106 63 169
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derados en el ensayo. El porcentaje de aislamientos que
provenian de cultivos en los cuales se aplicaron dicarboxi-
midas fue 63%, bencimidazoles 47,4%, anilopirimidinas
35%, Boscalid 8,8% y estrobilurinas 12,3%. En el caso de
vid, 100% de los 22 aislamientos de los cuales se conocen
los tratamientos recibieron dicarboximidas, 81,2% anilopiri-
midinas y 9% bencimidazoles. En los viveros de eucalipto
se aplico exclusivamente un fungicida compuesto (anilopiri-
midinas + fenilpirrol) pero en afios anteriores se utilizaban
bencimidazoles.

Los valores de CIM para cada fungicida obtenidos para
cada aislamiento fueron concordantes en dos la repeticiones.

Sensibilidad a Carbendazim

Lamayoria (72,4%) de los aislamientos fueron capaces
de crecer aun en presencia de la mayor concentracion de
Carbendazim ensayada (128 mg/l) mientras que el resto
no pudo crecer ni siquiera con la menor dosis (4 mg/l)
(Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de valores de concentracion inhibito-
riaminima a Carbendazim segun cultivo del cual proceden.

Agrociencia Uruguay

En la mayoria de los cultivos predominaron los aisla-
mientos con CIM > 128 mg/l (eucalipto y tomate 94%, rosa
83%, frutilla 78%), pero en vifia la proporcion fue mas
pareja (57% resistentes : 43% sensibles) mientras que en
arandano predominaron las cepas sensibles (85% con CIM
<4 mg/l). Al analizar estadisticamente la distribucion de la
sensibilidad segtin huésped, se comprueba la mayor pro-
porcion de resistentes en tomate y de sensibles en aranda-
no (Cuadro 2). La distribucion de la sensibilidad en tomate
no difiere de las de eucalipto y rosa ni éstas de la de frutilla,
ylade lavid se encuentra entre la de ardndano y la de la
frutilla, no difiriéndo de éste Gltimo.

En arandano solo se detectaron cuatro cepas resisten-
tes. En el tnico predio en el que se sabe que se aplicd un
benzimidazol se obtuvo un aislamiento sensible a Carben-
dazim. En viveros de eucalipto 17 (94%) de los 18 aisla-
mientos resultaron ser resistentes a Carbendazim. En fruti-
lla 28 (77,8%) de los 36 aislamientos fueron resistentes al
fungicida. En cuanto a la ubicacion del cultivo, la relacion
entre aislamientos resistentes y sensibles fue de cinco a
uno en el norte del pais y de tresa uno en el sur.

Sensibilidad a Iprodione

Los valores de CIM de Iprodione se distribuyeron en
todo el rango de concentraciones analizadas y casila mitad
(45%) de la poblacion resultd ser sensible o levemente
resistente (CIM <2 mgl/l) y solo 25% tenia CIM > 16 mg/I
(Figura 2).

En eucalipto y en arandano predominaron los aislamien-
tos sensibles con CIM < 2 mg/l (s6lo una cepa con
CIM =8 mg/l en cada cultivo y ninguno >16 mg/l). En la vid,
también predominaron los aislamientos mas sensibles, con
53,6% con CIM < 2 mg/l, pero 21,5% de aislamientos
presentaron CIM >8 mg/l . En frutilla los valores de CIM se
distribuyeron por todo el rango, predominando los aisla-

Cuadro 2. Comparacion de las distribuciones de valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM) de los aislamientos a Carbendazim segun cultivo del cual proceden.

Huésped N° observaciones CIM media  Contraste (P < 0,05)
Tomate 56 121,36 A
Eucalipto 18 121,11 AB
Rosa 6 107,33 AB
Frutilla 36 100,44 BC
Vid 28 74,86
Arandano 25 23,84 D
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Figura 2. Distribucion de valores de concentracion inhibito-
riaminima a Iprodione segln cultivo del cual proceden.
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Figura 3. Distribucion de valores de concentracion inhibito-
ria minima a Pirimetanil segUn cultivo del cual proceden.

Cuadro 3. Comparacion de las distribuciones de valores de concentracion inhibi-
toria minima (CIM) de los aislamientos a Iprodione segun cultivo del cual proce-

den.

Huésped  N°observaciones CIM media Contraste (P < 0,05)
Rosa 6 11,33 A

Tomate 56 9,75 A

Frutilla 36 7,03 AB

Vid 28 5,18

Eucalipto 18 2,11

Aréndano 25 2,08

mientos con CIM>2 mg/l. En tomate casi la mitad (44,6%)
de los aislamientos presenté una CIM >16 mg/l.

El andlisis estadistico de la distribucion de sensibilidad
segun huésped permitio establecer diferencias de sensibi-
lidad entre las poblaciones asociadas a los diferentes culti-
vos y ordenarlos de los mas sensibles a los mas resisten-
tes: primero eucalipto y arandano, luego vid, el cual se
diferenci6 significativamente de ellos pero no de frutilla, y
éste a su vez, no se diferenci6 de tomate y rosa (Cuadro
3).

Sensibilidad a Pirimetanil

Los valores de concentracion minima inhibitoria de piri-
metanil se distribuyeron de manera bimodal, con la mayo-
ria 109 (68,1%) aislamientos con CIM <1 mg/ly 48 (30%)
con CIM>8 mg/l. Entomate casila mitad de los aislamien-

tos tenian una CIM >8 mg/l, mientras que en el extremo
opuesto, en ninguno de los aislamientos de eucalipto supe-
rd 1 mg/l (Figura 3).

En el contraste de distribuciones se pudo separar tres
grupos segun el huésped. Los aislamientos de mayor re-
sistencia media fueron los obtenidos de rosa, tomate, aran-
danoy frutilla, sin diferencias significativas entre ellos (Cua-
dro 4). Los de vid presentaron una distribucion de valores
intermedios que no diferian significativamente de los de aran-
danoy de frutilla. Por Gltimo se diferenciaron los aislamien-
tos de viveros de eucalipto, todos los cuales evidenciaron
gran sensibilidad (CIM <1 mgl/l).

En ninguno de los predios con informacion de los fungi-
cidas aplicados se habia aplicado anilinopirimidinas durante
el cultivo, con excepcion de la vid, el cultivo que le sigue al
eucalipto en cuanto a menor proporcion de resistentes.
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Cuadro 4. Comparacion de las distribuciones de valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM) de los aislamientos a Pirimetanil seglin cultivo del cual proceden.

Huésped N° observaciones CIM media Contraste (P < 0,05)
Rosa 6 4,25 A
Tomate 56 4,18 A
Arandano 24 2,77 AB
Frutilla 32 2,30 AB
Vid 23 1,87 B
Eucalipto 18 0,50 C

Sensibilidad a Boscalid + Pyraclostrobin

La mayoria de los aislamientos presentaron
CIM <2 mg/l de Boscalid + 1 mg/l de Pyraclostrobin, pero el
7% mostro resistencia, con CIM > 32 mg/l + > 16 mg/l de
Boscalid y Pyraclostrobin, respectivamente. Estos correspon-
dieron a cinco aislamientos de un mismo vifiedo, cuatro de
rosa de un predio de floricultores, y en la zona norte: dos de
frutillay uno de tomate (Figura 4).

El contraste de las distribuciones segun cultivo permitio
diferenciar tres grupos: rosa y vid con mas resistencia,
frutillla intermedio y tomate, ardndano y eucalipto con me-
nos resistencia (Cuadro 5).

Considerando la aplicacion previa del fungicida, s6lo se
obtuvieron cuatro aislamientos de cultivos en los cuales se
sabe que se uso este tipo de producto y ninguno de ellos
presento resistencia.
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Figura 4. Distribucion de valores de concentracion inhibi-
toria minima a Boscalid + Pyraclostrobin segun cultivo del
cual proceden.

Cuadro 5. Comparacion de las distribuciones de valores de concentracidn inhibitoria
minima (CIM) de los aislamientos a Boscalid + Pyraclostrobin segun cultivo del cual

proceden.
Huésped N° observaciones CIMmedia  Contraste (P < 0,05)
Rosa 6 11,17 A
Vid 28 4,43 A
Frutilla 36 2,19 B
Tomate 56 1,30 C
Aréndano 25 1,08 C
Eucalipto 18 1,00 C
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Resistencia a mas de un fungicida

Se detectaron aislamientos con resistencia a varios fun-
gicidas. Entre ellos se destacan dos con los mé&ximos valo-
res evaluados de CIM para los cuatro fungicidas, uno pro-
veniente de frutilla y otro de rosa. Cuarenta y cuatro presen-
taron los mayores valores de CIM para Carbendazim e
Iprodione, dieciocho para Carbendazim, Iprodione y
Pyrimetanil y ocho para Carbendazim, Iprodione y el fungi-
cida Boscalid + Pyraclostrobin. Estos aislamientos de ma-
yor resistencia provenian de tomate, frutilla, vid y rosa. En el
otro extremo se encontraron 34 aislamientos con CIM < 4
para los cuatro fungicidas, provenientes de los cinco hués-
pedes muestreados.

Discusidn

El método de determinacion de sensibilidad a fungicidas
permitio detectar diferencias de sensibilidad entre los aisla-
mientos obtenidos. Es un método sencillo, que requiere
poco material y que permite por lo tanto, el analisis de mu-
chas muestras a la vez.

La determinacion de sensibilidad a Boscalid y
Pyraclostrobin se realiz6 en forma conjunta. Se trata de dos
fungicidas quimicamente diferentes, con diferentes sitios de
accion. El Boscalid pertenece al grupo de los inhibidores de
la succinato deshidrogenasa de la cadena respiratoria f(n-
gica. El Pyraclostrobin, por su parte, es una estrobilurina
del grupo de los denominados Qol (Quinone outside inhibi-
tors) que inhiben la cadena respiratoria actuando sobre el
complejo 1. Los hongos como B. cinerea podrian utilizar
una via oxidativa alternativa, superando la toxicidad de es-
trobilurinas, para evitar este proceso se incluye SHAM
(salicylhydroxamic acid) en el medio de cultivo (Wood y
Holomon, 2003). Sin embargo, actualmente FRAC
(Stammler, 2009) no lo recomienda y en este estudio no se
utilizé tal compuesto.

Los datos aportados por este estudio, permitieron deter-
minar diferencias en sensibilidad en aislamientos de B.
cinerea a fungicidas en varios cultivos en Uruguay. La mo-
nitorizacion futura, utilizando la misma metodologia permiti-
ra establecer diferentes perfiles de sensibilidad en cultivos y
estudiar la evolucion de dichos perfiles en el tiempo.

Lamayoria de los aislamientos analizados en el presen-
te trabajo resultaron ser altamente resistentes al Carbenda-
zim, lo cual era esperable dehido al uso repetido de los
becimidazoles y las caracteristicas de los cambios genéti-
cos que confieren resistencia frente a ellos. Los bencimida-
zoles se utilizan a nivel mundial desde comienzos de la
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década de 1960y en 1971 se reportaron cepas de campo
de B. cinerearesistentes (Bolleny Scholten, 1971). En el
Uruguay se han utilizado desde la década de 1970, habien-
do sido aplicados repetidamente cada afio en varios culti-
vos. Santos etal. (1989) y Pianzzola et al. (2004) determi-
naron resistencia a bencimidazoles en 100y 75%, respec-
tivamente, de las cepas de Penicillium sp. asociados a la
cosechay procesamiento de manzanas. Actualmente su
uso ha disminuido, justamente por la falta de efectividad
debido a la seleccion de cepas resistentes. De la informa-
cion que se pudo obtener sobre los fungicidas aplicados a
los cultivos muestreados en el ensayo se desprende que
en 2007 los bencimidazoles fueron utilizados principalmen-
te en el norte del pais en la produccion de tomate.

La persistencia de los individuos resistentes aun cuando
se dejan de usar los bencimidazoles (Yourman et al., 2001;
Zhao et al., 2010) explica el hecho de no poder establecer
niguna relacion entre el uso de bencimidazoles en el cultivo
enlatemporada en que se realiz6 el estudio y la proporcion
de cepas resistentes. De hecho, 57% de los aislamientos
resistentes provenian de cultivos sin aplicacion de este tipo
de fungicida. LaMondia y Douglas (1997) tampoco pudie-
ron correlacionar la resistencia de B. cinerea con los fun-
gicidas aplicados en los invernaculos de plantas ornamen-
tales muestreados. Sin embargo, al analizar los aislamien-
tos provenientes de vifia se logrd encontrar una correspon-
dencia entre resistencia o sensibilidad de los aislamientos y
el predio del cual se obtuvieron. Esto puede ser un indicio
de larelacion entre grados de sensibilidad y manejo de este
cultivo perenne y de la poca dispersion del hongo entre
predios, tal como reportan Lennox y Spotts (2003).

La distribucion bimodal de los aislamientos entre muy
sensibles y altamente resistentes encontrado en el presente
trabajo coincide con lo reportado por otros autores (Lennox
y Spotts, 2003; Pappas, 1997; Yourman y Jeffers, 1999), y
se explica porque algunas mutaciones en una sola base en
el sitio de accion son capaces de conferir insensibilidad al
fungicida (Lennox y Spotts, 2003). La causa mas frecuente
de resistencia en el campo son mutaciones naturales en los
codones 198 0 200 del gen que codifica para la betatubulina
(Leroux et al., 2002; May Michailides, 2005).

En el caso de las dicarboximidas, a pesar de que se han
utilizado intensamente en varios cultivos en el pais durante
cerca de 30 afios, 65% de la poblacion de B. cinerea resul-
t6 ser sensible a 2 mg/l de Iprodione. Una situacion similar
fue reportada por Santos et al. (1989) y Pianzzola et al.
(2004), quienes detectaron 36 y 25%, respectivamente, de
cepas de Penicillium sp. con resistencia a Iprodione, aso-
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ciadas a la cosechay procesamiento de manzanas en el
Uruguay. A nivel mundial este grupo de fungicidas se utiliza
desde de la década de 1970y la resistencia en cepas
aisladas del campo se conoce desde 1979 (Davis y Den-
nis, 1979 citados por Frac, 2010; Holtz, 1979 citados por
FRAC, 2010). En Ontario se detectd resistencia en 1983,
solo cuatro afios después de las primeras aplicaciones de
dicarboximidas (Northover, 1988). Segln Stehmanny De
Waard (1996) mas de la mitad de la 121 aislamientos de B.
cinerea de Europa e Israel resultaron ser resistentes a vin-
clozolin.

El hecho de que la mayoria de la poblacion evaluada en
este trabajo sea sensible 0 muy poco resistente puede de-
berse a que, a pesar de la demostrada capacidad de B.
cinerea de perder sensibilidad a los dicarboximidas en po-
cos afios, la resistencia a dicarboximidas es una caracte-
ristica inestable (Northover, 1988; Yourman et al., 2001).
Northover (1988) determind que las cepas moderadamen-
te resistentes a Iprodione que se encuentran a campo po-
seen menor capacidad competitiva debido a una disminu-
cién en su tasa de crecimiento. Por |o tanto desaparecerian
por competencia con las cepas salvajes en ausencia de la
presion de seleccion ejercida por la presencia del fungicida.

Eltipo de distribucion continua de los valores de CIM de
las dicarboximidas observado en el presente trabajo se
corresponde con lo determinado por otros investigadores
(Stehmann y De Waard, 1996; Lennox y Spotts, 2003),
aungue Myresiotis et al. (2007) obtuvieron una distribucion
bimodal de la sensibilidad de los aislamientos. La distribu-
cion continua puede estar relacionada con la presencia de
més de un mecanismo de resistencia y de hecho Ma'y
Michailides (2005) mencionan dos genes que han sido
asociados a la resistencia a dicarboximidas en B. cinerea.

El pirimetanil es una anilopirimidina cuyo sitio de accién
es en la hiosintesis de metionina. Fungicidas de este grupo
comenzaron a ser utilizados en el Uruguay a mediados de
la década de 1990, en una formulacion mezcla de ciprodinil
(anilopirimidina) con fludioxinil (fenilpirrol), de diferente sitio
de accion. Desde fines de la misma década se esté utilizan-
do el Pyrimetanil formulado sin otro principio activo. Dado
que las dos anilopirimidinas poseen el mismo sitio de ac-
cion, las cepas resistentes a una lo seran también ala otra
y al aplicar una, se estarén seleccionando los individuos
resistentes a cualquier anilopirimidina.

Un tercio de la poblacion evaluada en el presente trabajo
presenté una CIM >8 mg/l. Myresiotis et al. (2007) repor-
taron 57 y 49% de cepas resistentes a cyprodinil y pirime-
tanil, respectivamente, luego de siete afios de uso en laisla
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de Cretay Latorre et al. (2002), 38% de resistencia cypro-
dinil en vifiedos con cuatro aplicaciones anuales durante
dos ciclos en Chile. Aunque la metodologia de evaluacion
fue diferente en los tres trabajos, los resultados evidencian
la capacidad de las cepas resistentes de B. cinerea de
prosperar y aumentar su frecuencia frente a la presion de
seleccion ejercida por la aplicacion repetida de anilopirimidi-
nas. Ademas hay que tener presente que se ha reportado
entre 6 y 11% de aislamientos de B. cinerea con menor
sensibilidad a pirimetanil o cyprodinil en poblaciones no ex-
puestos a anilinopirimidinas (Forster y Staub, 1996; Latorre
etal., 2002; Moyano et al., 2004). La resistencia a las anilo-
pirimidinas se considera una caracteristica estable debido a
que los aislamientos con resistencia parecen poseer una
habilidad competitiva similar a los de los sensibles (Bardas
etal., 2008; Moyano et al., 2004; Zhang et al., 2009). Sin
embargo, Baroffio et al. (2003) encontraron que las cepas
resistentes sobrevivian en menor medida el invierno en
vifiedos suizos. Por lo tanto se resalta la importancia de
evitar las aplicaciones repetidas de anilopirimidinas para
evitar la seleccion de cepas resistentes.

Moyano etal. (2004) y Latorre et. al. (2002) encontraron
una correspondencia entre la resistencia determinada in
vitro con la ausencia de control con anilopirimidinas in vivo.
Forstery Staub (1996), en cambio, afirman que la resisten-
cia detectada en ensayos in vitro no pudo ser confirmada in
vivo. En un trabajo futuro se deberd comparar el control
logrado en plantas tratadas con pirimetanil e inoculadas con
aislamientos de B. cinerea con diferente sensibilidad al fun-
gicida determinada en el laboratorio, con el objetivo de esti-
mar el significado de los ensayos in vitro sobre las posibi-
lidades de control a campo.

La distribucion de los aislamientos segun su sensibilidad
a pirimetanil en dos grupos es similar a lo reportado por
Myresiotis et al. (2007) para los anilinopirimidinas ciprodinil
y pirimetanil en laisla de Creta. Este comportamiento seria
caracteristico de una resistencia determinada por un gen.

El Boscalid se registro en Uruguay en 2007, mientras
que las strobilurinas, grupo al que pertenece Pyraclostro-
bin, se usan desde fines de la década de 1990. El Boscalid
pertenece al grupo de los inhibidores de la succinato deshi-
drogenasa de la cadena respiratoria fangica, los que se
conocen actualmente como fungicidas SDHI. La primera
generacion de estos fungicidas fue desarrollada hace mas
de 40 afios e incluy6 principios activos como el carboxin,
pero debido a su uso limitado a pocos patosistemas, 10s
casos de resistencia a campo fueron escasos. En cuanto a
Boscalid, cepas resistentes provenientes de vid y frutilla
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fueron detectados en 2006 y 2007 respectivamente, en pai-
ses de Europa (FRAC, 2009). La resistencia a las estro-
bilurinas, principal grupo de los fungicidas Qol, ha sido de-
terminada en varios hongos fitopatégenos de importancia
en diferentes partes del mundo. La resistencia en B. cine-
rea se reporté en 2008 en cultivos de frutillay en citrus (Ishii,
2008).

Los aislamientos del presente trabajo con resistencia
simultdnea a ambos ingredientes activos fueron obtenidos
en 2007 y provienen de cinco predios diferentes, tres del
norte del pais (dos cepas de frutilla y uno de tomate) y dos
del sur: un vifiedo y un invernaculo de flores.

Dos articulos publicados en 2010 reportaron la detec-
cion de resistencia simultanea a Boscalid y Pyraclostrobin
en aislamientos de B. cinerea provenientes de kiwi en Gre-
cia en 2008-2009 (Bardas et al., 2009) y de manzana en
Estados Unidos de América en 2008 (Kim y Xiao, 2010).
Los aislamientos en cuestion fueron obtenidos de frutos pro-
ducidos en 2008 en cultivos tratados con el fungicida cuya
formulacion contenia ambos principios activos. La distribu-
cion de frecuencias de valores de sensibilidad tanto a
Boscalid como a Pyraclostrobin fue bimodal (Bardas et al.,
2009; Kimyy Xiao, 2010).

Elfenotipo con alta resistencia a varios fungicidas mas
comUn encontrado en este trabajo fue el que presento alta
CIM para Carbendazim y para Iprodione, probablemente
por la alta persistencia de la resistencia al primero y por el
uso continuado en la actualidad del segundo.

Considerando los diferentes cultivos, el ardndano fue el
(ue presentd menor proporcion de resistencia a fungicidas
en general. Este es un cultivo nuevo para el pais desarrolla-
do recién en los afios 2000, lo cual podria explicar la baja
proporcion de individuos resistentes a la mayoria de los
fungicidas evaluados. Para mantener esta situacion, se
debera limitar el uso de fungicidas de alto riesgo, alternan-
dolos con otros de menor riesgo. No se encontraron evi-
dencias de que se esté procediendo de esta manera en los
predios muestreados en el presente estudio. Dado que la
mayoria de los aislamientos se obtuvieron de cultivos ubi-
cados en predios fruticolas donde se han utilizado fungici-
das dicarboximidas y bencimidazoles durante afios, se
podria esperar que las esporas que pudieran migrar hacia
el arandano presentarian una proporcion de aislamientos
resistentes al menos a los bencimidazoles. Los resultados
del presente trabajo estarian sugiriendo que existe poca
migracion de cepas de un cultivo a otro, tal como afirman
Lennox y Spotts (2003).

105

En eucalipto se encontrd muy poca resistencia a los
fungicidas evaluados con excepcion del Carbendazim. El
aumento de la forestacion en los tltimos 20 afios llevado a
cabo por grandes empresas ha llevado a la produccion
masiva de plantines en invernaculos de gran tamafio, don-
de las condiciones son dptimas para B. cinerea. El uso
repetido de bencimidazoles en afios anteriores en estas
condiciones puede explicar el hecho de que 94% de los
aislamientos obtenidos de plantines de eucalipto resultaron
serresistentes a Carbendazim. Actualmente, en general no
se estan usando bencimidazoles, lo cual parece una deci-
sion racional en esta situacion. La informacion aportada en
el muestreo indica que durante el invierno de 2007 se aplicd
solamente un fungicida, el cual contiene una anilopirimidina
y un fenilpirrol. Aunque en el muestreo realizado no se en-
contraron aislamientos resistentes a anilopirimidinas en los
invernaculos, esto puede deberse a que la proporcién adn
era demasiado baja para detectarlos, pero es esperable
que aumenten rapidamente su frecuencia si se utiliza repe-
tidamente fungicidas de este grupo.

La mayoria de los aislamientos procedentes de la vid
eran de cultivos manejados segun el Programa de Produc-
cion Integrada de Uva, el cual limita el uso de los fungicidas
de mayor riesgo de resistencia como los bencimidazoles a
una aplicacion al afio. Esto podria explicar el hecho de que
la vid fue uno de los cultivos con menor proporcién de ais-
lamientos resistentes a Carbendazim. En relacion con los
otros fungicidas este cultivo estuvo en un lugar intermedio,
excepto en el andlisis de Boscalid + Pyraclostrobin.

El tomate estuvo entre los cultivos con més resistencia
atodos los fungicidas excepto Boscalid + Pyraclostrobin,
posiblemente porque este producto se ha usado pocoenel
cultivo hasta el momento. La resistencia a mltiples princi-
pios activos refleja la utilizacién de varios fungicidas de dife-
rentes grupos durante el ciclo del cultivo.

Lafrutilla en general estuvo en una ubicacion interme-
dia de nivel de resistencia para todos los fungicidas.

Aunque el muestreo de rosa fue muy limitado, se en-
contrd un alto nivel de resistencia a todos los fungicidas
evaluados, lo que estaria indicando un uso muy intenso de
fungicidas en el cultivo.

Conclusiones

Se determind la existencia de resistencia en todos los
cultivos y zonas evaluados y a todos los fungicidas evalua-
dos. Se detecto el uso de practicas como la utilizacion de un
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unico fungicida con modo de accion de sitio Gnico (lo cual
implica alto riesgo de generacion de resistencia) en inver-
naculos de eucalipto. Es recomendable la revision de las
practicas de uso de fungicidas y el establecimiento de un
programa de manejo de resistencia. Como perspectivas
futuras de este trabajo se deberia continuar evaluando la
sensibilidad a los diferentes fungicidas con la misma meto-
dologia y asociarlo con el manejo en cada punto de mues-
treo, de manera de conocer la evolucion de los perfiles de
sensibilidad y poder manejar mejor la enfermedad.
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