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RESUMEN

El mildit velloso de las cucurbitaceas, causado por €l oomicete Pseudoperonospora
cubensis (Berck & Curtis) Rostovtsev, es una de las enfermedades méas importantes y
devastadoras en € cultivo de meldn en Costa Rica, debido a la susceptibilidad de las
variedades e hibridos, lardpida propagacion y a medidas de combate ineficientes. Por 1o
tanto, en la presente investigacion se estudié el efecto de la aplicacién de dos fungidas
sistémicos convecionales, mefenoxam (1,96 Kg i.a. ha') y dimethomorph (0,45 Kg i.a.
hal); dos fungicidas protectores, clorotalonil / mancozeb (2,01 /1,20 Kgi.a ha?) y tres
inductores de resistencia, fosfito (1,01 Kg i.a ha'), menadiona bisulfito sodio (MBS)
(0,14 kg i.a ha'), acibenzolar-S-metil (ASM) (0,02 Kg i.a hal), més un testigo sin
fungicida y otro sin inductor, sobre la severidad de la enfermedad en € follge de
plantas de meldn de la variedad Ruidera. Los datos fueron transformados a érea bgjo la
curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) y los 16 tratamientos sometidos d
andlisis estadistico de varianza. Se realizé un recuento del nUmero de aplicacionesy el
costo econdmico de ellas.

Al redlizar la prueba de diferencias minimas se determiné la existencia de diferencias
significativas (p<0,05) en los promedios de ABCPE para los tratamientos fungicidas
correspondientes a clorotalonil / mancozeb y a dimethomorph en comparacion con el
mefenoxam que tuvo la mayor severidad fina entre los fungicidas. En cuanto a los
tratamientos correspondientes a los inductores de resistencia, se determind que €
inductor fosfito fue e Unico en mostrar diferencias significativas con respecto a los
otros inductores. Tanto el ASM y MBS no resultaron en diferencias significativas con
respecto a testigo sin inductor. No se determinaron interacciones estadisticamente
significativas entre los fungicidas y los inductores de resistencia sistémica. El
tratamiento que mostré la mayor eficiencia en € combate de la enfermedad fue
clorotalonil / mancozeb — fosfito, a realizar 4 aplicaciones de fungicidas y dos de
inductores de resistencia sistémica. Estos tuvieron un costo econdmico por debajo de

otros tratamientos menos eficientes en € combate de la enfermedad.



INTRODUCCION

El melén (Cucumis melo L.) es un importante cultivo de exportacion en Costa Rica. El
mildia velloso es una enfermedad causada por el oomicete Pseudoperonospora cubensis
y es unade las principales en e cultivo del meldn y otras cucurbitéceas (Doubrava y
Blake 2004). Ataca principalmente € follge reduciendo la produccion y la calidad de
las frutas llegando a destruir la planta s es infectada en estados tempranos del ciclo de
crecimiento (Mossler y Nesheim 2001, Dehne y Oerke. 2004). El sintoma inicia es la
clorosis de la hoja, con los esporangios del hongo en € envés de la misma. Debido a
gue los esporangios salen por los estomas, las lesiones desarrollan una apariencia
vellosa (Arauz 1998).

La utilizacion de productos fungicidas protectores y sistémicos contra mildiu vellosos es
una préctica general en €l cultivo del melén debido a que la velocidad de crecimiento y
desarrollo del mismo hacen necesario una respuesta de combate muy eficiente para
minimizar € dafio. Se ha estimado, a nivel de finca que P. cubensis puede arrasar un
lote en un periodo de tres a cinco dias bajo condiciones ambientales favorables para la
propagacion del hongo y con medidas de combate ineficiente (MacNab 2005).
Adicionalmente, dependiendo del estado fenoldgico en que se encuentre la planta al
momento del ataque, el rendimiento se reduce y en caso de estar en etapa reproductiva,

los frutos serén afectados por quemas de sol y pérdida de sabor.

La aplicacién de productos quimicos es la forma de combate més utilizada, ya sea a
través de fungicidas protectores, fungicidas sistémicos o la combinacion de ambos. Sin
embargo, las nuevas tendencias hacia un manejo integrado de enfermedades, asi como
las disposiciones requeridas en materia de certificaciones internacionales de
exportacion, abren las puertas a productos alternativos como los inductores de

resistencia parael combate de enfermedades.



En contraste con los fungicidas convencionales, |os activadores de resistencia no tienen
un efecto directo sobre € patdgeno, sino que inducen a la planta a producir compuestos
natural es de defensa (Arauz 1998).

Investigaciones recientes en varios cultivos han demostrado un efecto en el combate de
las enfermedades similar a llevado a cabo por las aplicaciones de fungicidas,
demostrando claramente que los productos de resistencia sistémica no pueden sustituir
los productos quimicos disefiados para enfermedades especificas, pero pueden llegar a
representar una alternativa muy eficiente de rotacion, asi como beneficios adicionales en
aspectos de produccion dentro de un programa de manegjo de enfermedades (Vavrina y
Roberts  2004). Existen muy pocas investigaciones sobre el uso de inductores de

resistencia para el combate de mildit velloso en melon.

Para la temporada de produccién melonera 2006, el efecto de P. cubensis en algunos
lotes de la Finca GuanaDulce S.A. fue muy severo, razén por la cual se decidio
emprender un ciclo de investigaciones en forma conjunta con el Centro de Investigacion
en Protecciéon de Cultivos de la Universidad de Costa Rica. El objetivo fue evauar
algunos de los productos usados mas frecuentemente en el combate de mildit velloso,
en combinacion con aplicaciones de productos alternativos como los inductores de
resistenciasistémica. Con € fin de tener las condiciones ambientales de mayor presion
de indculo, el presente ensayo se desarroll6 en época lluviosa, lacua no es una época

de produccion comercial de meldn de exportacion.



Objetivos
Objetivo general
Evauar estrategias de combate de milditu velloso Pseudoperonospora cubensis) en

melon mediante la aplicacion de fungicidas convencionales e inductores de resistencia.

Obj etivos especificos

1. Evaluar la €ficacia de las aplicaciones de tres inductores de resistencia en €

combate de mildiu velloso en melon.

2. Evaluar la eficacia de un programa de prevencion de mildia velloso en melon,

basado en dos fungicidas protectores en rotacién

3. Evauar laeficacia de dos fungicidas sistémicos aplicados en el combate de mildiu

vealloso en melén

4. Evaluar lainteraccion entre los inductores de resistencia y los fungicidas protectores

0 sistémicosen e combate de mildit velloso en mel6n



REVISION DE LITERATURA

El mildiu velloso de las cucur bitaceas

Etiologia y distribucion

El mildit velloso de las cucurbitéceas es causado por el oomicete Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rost.; es una de las enfermedades més importantes de los
cultivos de cucurbitaceas. La enfermedad tiene distribucion mundial. Hay méas de 50
especies de cucurbitaceas conocidas como hospederos de P. cubensis; los cultivos
hospederos més importantes son Cucumis sativus, Cucumis melo, Cucurbita pepo,
Cucurbita maxima, Citrullus lanatus, Benincasa hispida, Luffa cilindricay Lagenaria
siceraria. El hongo es altamente variable en su patogenicidad y e combate de la
enfermedad por medio de cultivares resistentes no ha sido efectivo. La utilizacion de
genes de resistencia se ha combinado con otras practicas de mangjo integrado para
minimizar el riesgo de que dichos genes sean superados por e patdgeno (Urban y
L ebeda 2006).

Sintomas

Los primeros sintomas de mildit velloso sobre las hojas aparecen como manchas
amarillentas o de color verde pdido en la superficie adaxial con masas de esporas grises
debagjo de lalesion en e envés de la hoja. En pepino, las manchas generalmente son
angulares, bordeadas por las venas y se tornan amarillas conforme avanza e tiempo
(Mosser y Nesheim 2001). Algunas veces, las manchas aparecen juntas formando un
parche amarillento. La forma angular no se presenta en otras cucurbitaceas.

Al avanzar la enfermedad, las hojas que son severamente infectadas se tornan cafés y
necréticas. El hongo no ocurre directamente sobre los frutos, pero afecta la coloracion y
reduce el contenido de azucares (Babadoost 2001).

Ciclo dela enfermedad, diseminacion y requisitos ambientales



L os esporangios son diseminados locamente de planta a planta y entre terrenos por €l
salpique de las gotas de agua producidos por la lluvia o los sistemas de irrigacién, asi
como por € aire, insectos, herramientas, maguinaria, ropa o la manipulacion de plantas
infectadas (Babadoost 2001). El patdgeno puede ser diseminado por €l viento a largas
distancias (Main et al. 2001). Se han descrito cinco patotipos para P. cubensis y todos
ellos infectan cultivares susceptibles de pepino y melones de red, pero no son
compatibles con sandia, ayote o calabaza. Esto explica por qué el pepino y los melones
son muy afectados mientras que la sandia, € ayote y la calabaza son menos afectados
(Babadoost 2001).

Al depositarse una pelicula de agua sobre la superficie de la hoja, los esporangios
germinan y salen las zoosporas que nadan por un momento antes de que se adhieran y
produzcan los tubos germinativos gque penetran las hojas. En pepino la infeccion de las
hojas puede iniciar siguiendo periodos con rocio de 2 horas a 20° C, 6 horas de 15° C a
20° C, 0 12 horas de 10° C a 15° C. El tiempo de infeccion y la formacion de lesiones
dependen de la disponibilidad de condiciones climéticas favorables (Babadoost 2001).
Las condiciones Optimas para el desarrollo de la enfermedad incluyen temperaturas
diurnas entre 15° C y 20° C y nocturnas entre 13° Cy 24° C con humedad relativa
mayor a 90% (Mosder y Nesheim 2001). Muchos de los esporangios son liberados
entre las 6:00 am. y las 12:00 p.m. con maximo hasta las 8:00 am. La infectividad de
los esporangios disminuye conforme la temperatura aumenta después de ser liberados,
ya que €ellos deben permanecer himedos hasta que germinen de lo contrario mueren.
Unavez que lainfeccion ocurre, se produce otro nuevo cultivo de esporangios entre 4 a
12 dias después, dependiendo de la temperatura, llegando a afectar la plantacion de

manerarapiday severa (Babadoost 2001).

Combate quimico de mildiu velloso en cucurbitaceas

El uso de fungicidas ha sido € método preferido de combate de patdgenos vegetales,
incluyendo los oomicetes. Durante muchas décadas |os fungicidas de contacto, como las
formulaciones de cobre fueron los Unicos fungicidas disponibles contra dicho hongo. El
descubrimiento y la introduccion de fungicidas sistémicos con actividad especifica

contra oomicetes, con accion preventiva 'y curativa, mejoraron considerablemente €l



combate de los mildius vellosos; entre ellos se pueden citar el fosetyl- Al, propamocarb,
dimethomorphy cyazofamid (Urbany Lebeda 2006).

Los fungicidas sistémicos utilizados para € combate de mildit velloso exhiben varios
niveles de sistemicidad en la plantas. EI mefenoxam es completamente sistémico, el
dimethomorph es localmente sistémico, la trifloxistrobina se considera como un
fungicida mesostémico, es decir, que tiene una ata afinidad con la superficie de la
planta, es absorbido por las capas cerosas de la plantay es redistribuido en la superficie
de la misma por e movimiento del vapor superficia y redeposicion (Urban y Lebeda
2006).

Los fungicidas de contacto forman una barrera protectora sobre la superficie de la planta
y exhiben solo actividad preventiva (inhibicion del patégeno antes de la penetracion al
tgjido). Muchos de ellos son inhibidores multisitio e interactlian en muchos pasos
bioquimicos inespecificos del metabolismo del patdégeno (Urban y Lebeda 2006). Entre
los fungicidas recomendados para mildiu velloso y aprobados para uso en melén estén
el mancozeb, € clorotalonil y los productos a base de cobre (Doubrava y Blake, 2004).
En & Anexo 1 seincluye lalista de fungicidas eficaces para mildiu velloso y con limites

maximos de residuos aprobados para melén en Europa.

En afos recientes se han desarrollado productos que inducen a la planta a activar sus
mecanismos de defensa contra las enfermedades (Knight et al. 1997). Algunos de estos
productos se han comercializado. Entre ellos estan el acibenzolar-S-metil, la menadiona
bisulfito de sodio y los fosfitos. Antes de revisar la literatura relativa a uso de
inductores de resistencia para el combate de enfermedades de las plantas, es necesario

revisar brevemente |os procesos de activacion de defensa en las plantas.

M ecanismos de defensa de las plantas

En la naturaleza, las plantas estan expuestas continuamente a varios microorganismos
invasores. Las defensas inducidas y constitutivas (presentes antes de un atague por un
patdégeno) contribuyen a la resistencia genera mostrada por las plantas y pueden
proporcionar una ventaja selectiva para sobrevivir (Sticher et al. 1997). La enfermedad
ocurre cuando un potencial microorganismo parasito engafia las defensas pasivas de los

organos de las plantas y evita desplegar oportunamente |as respuestas de defensa activas



en € tgido infectado, o inhibir la induccion de respuesta de defensa activa a secretar

toxinas metabdlicas u otros factores necrosantes (Hutcheson 1998).

La activacion de los mecanismos de defensa fueron demostrados por los estudios
pioneros de Ross y Kuc, donde claramente mostraron que una infeccion localizada
puede conducir a resistencia contra una infeccion subsiguiente de diferentes patdgenos.
(Sticher et al. 1997).

Se han realizado muchos esfuerzos para entender las bases moleculares de las respuestas
de defensas activas de las plantas. El factor que activa las defensas son respuestas
inducidas que indican gque las plantas son capaces de reconocer y responder a uno o0 mas
estimulos producidos por un patdgeno invasor durante estados tempranos de la
patogénesis. Las células vegetales pueden detectar esos estimulos generados por €l

patdgeno para elicitar una respuesta (Hutcheson 1998).

Eventos de reconocimiento molecular elicitan las respuestas defensivas

La clave para |la cascada de eventos que llevan las respuestas de defensa activas son los
eventos de reconocimientos que elicitan respuestas primarias en las células hospederas
colonizadas o infectadas iniciamente (Hutcheson 1998). Estas parecen tener sistemas
de sobrevivencia localizados en diferentes compartimentos celulares que pueden
detectar varias sefiales generadas por e patdgeno. Algunos pueden detectar estimulos
extracelulares, y otros parecen estar localizados en el citoplasma o en el nicleo de las
células vegetales (Hutcheson 1998). Los mecanismos moleculares referentes a la
activacion de respuestas de defensa de las plantas son muy complejos. Las respuestas a
menudo comienzan con la forma de reconocimiento del patdgeno genpor-gen. La
produccion de ciertos efectores virulentos por el patdégeno conduce a reconocimiento

por parte de las plantas que acarrean la correspondiente Resistencia o genes R

El reconocimiento resulta en la rapida activacion de respuestas de defensa y
consecuentemente la limitacién del crecimiento patogénico. En los primeros minutos
después del reconocimiento se da la produccién répida de especies de oxigeno reactivo
(EOR). La produccién de EOR se requiere para otro componente de la respuesta, la
muerte celular hipersensible (RH), un tipo de muerte celular programada (MCP), que



limita el acceso del patdgeno al aguay los nutrimentos (Glazebrook 2005, Gozzo 2003),
protegiendo € tegiido con € sacrificio de una o pocas células (Hutcheson 1998).
También se producen metabolitos y proteinas antimicrobialesy se da € reforzamiento
fisco de las paredes celulares por medio de la produccion de calosa y lignina
(Glazebrook 2005).

Fitoalexinas

Entre los compuestos defensivos més estudiados estan las fitoalexinas, las cuales son
metabolitos secundarios de bajo peso molecular con propiedades antimicrobiales y que
se producen y acumulan en plantas expuestas a microorganismos. Estos compuestos
normalmente se encuentran en niveles basales muy bgjos en las plantas sanas, pero su
concentracion se incrementa draméticamente después del ataque de un patdégeno, tanto
en el sitio de penetracion como en las células que sufrieron la RH y los tejidos
adyacentes a €ellas. Varias fitoalexinas son derivadas del metabolismo de los fenil
propanoides que tienen como base € aminoécido fenilalanina. Entre las enzimas
especificas responsables de su sintesis estan la fenilalanina amonio liasa (PAL), la

chalcona sintasa (CHYS) y la chalcona isomerasa (CHI) (Madriz 2002).

Resistencia adquirida sistémica (SAR)

LaSAR serefiere alaresistencia inducida que se desarrolla sistémicamente luego de un
atague, tipicamente con patdgenos que forman lesiones necréticas, no patogénicas,

agentes quimicos y en pocos casos un estresor abidtico. La SAR es dependiente de la
accion del acido sdlicilico (AS), el cual esproducido local y sistémicamente en la planta
y es efectivo contra un rango bastante amplio de virus, eubacterias, patdgenos fungicos,
con gemplos del Ultimo representante en diversos habitos parasiticos (biotrofos,
hemibiotrofos, necrotrofos) (Bostock 2005, Gozzo 2003).

El rol del AS en SAR ha sido afirmado en diversos estudios, incluyendo andlisis de
cambios en la concentracion de AS en los tgjidos y sus conjugados previos, durantey /o
después de que la resistencia es expresada; asi como en tratamiertos en plantas con AS

o varios productos andlogos como e acibenzolar-S-metill ((S)-éster metilico del &cido



benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbotioico, BION, BTH, Actigard®) y € acido isonicotinico
(INA) (Bostock 2005).

La SAR requiere de sefiales sistémicas producidas en las hojas inoculadas, que viagjan
mayoritariamente por € floema hasta las hojas mas dtas (Durrant y Dong 2004). Entre
las moléculas que funcionan como sefidles estan el acido salicilico (AS) (Sticher et al.
1997), € &cido jasmonico (JA) y € etileno (ET) (Glazebrook 2005), los cuales son
regulados por genes diferentes y se acumulan siguiendo rutas metabdlicas diferentes.
Sin embargo, se ha demostrado interacciones entre las sefiales dependientes de estos
compuestos. Las rutas de sefializacion del AS, ET y € JA interactlan extensamente,
tanto en forma positiva como de manera negativa. EI AS 'y e JA son mutuamente
inhibidos para la expresion de muchos genes. La expresion inducida de algunos genes
requiere tanto al ET como a JA, mientras que, la expresiéon de otros genes requiere la
expresion de solo una de esas sefides. Hay algunos casos de interacciones negativas
entre las sefides del ET y & JA (Glazebrook 2005).

El conocimiento de los puntos de convergencia potenciales en rutas que son impactadas
positiva 0 negativamente pueden ser criticas para €l uso exitoso de productos quimicos
gue usan esas rutas, para reducir las enfermedades y la herbivoria de los insectos en las
plantas (Bostock 2005).

Proteinasrelacionadas a la defensa 'y su ocurrencia

Las proteinas relacionadas a la defensa fueron descubiertas primero en tabaco
reaccionando hipersensiblemente a virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
virus, TMV) y luego se encontraron en especies vegetales de a menos 13 familias bajo
infeccion por oomicetes, hongos, bacterias, virus, viroides, nematodos, atagues de
insectos, tratamientos con ciertos quimicos y otros tipos de estrés (Sticher et al. 1997).
Las PR comprenden actualmente 17 familiasy fueron numeradas en €l orden en el cual
fueron descubiertas. Un miembro tipo, usualmente € primero y méas prominente era
seleccionado y la familia se definié bajo la base de sus propiedades bioquimicas y

biol 6gicas comunes.
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Funcionesdelas Proteinas PR

La proteina PR-1 es usada frecuentemente como marcador del estado del incremento
defensivo conferido por la resistencia sistémica adquirida inducida por patégenos, pero
su actividad biolégica no se conoce bien La PR-7 es una endoproteinasa que ayuda en
ladisolucién de la pared celular microbial, estd muy presente en tomate. La PR-9 es un
tipo muy especifico de peroxidasa que actla en e reforzamiento de la pared celular por
medio de lignificacion catalitica y eleva la resistencia contra multiples patogenos. La
PR-10 muestra homologia con ribonucleasas y esta dirigida especificamente contra
virus. La PR-15 y la PR-16 comprenden las proteinas oxaato oxidasa y ligada al
oxalato oxidasa; estas proteinas generan perdxido de hidrégeno que pueden ser toxicos a
diferentes tipos de atacantes o también pueden estimular las respuestas defensivas de la
planta directa o indirectamente. Las proteinas PR-17 contienen secuencias parecidas al
sitio activo del zinc-metaloproteinasa, pero permanecen sin caracterizar (Van Loon et al
2006).

Costo metabadlico de laresistencia sistémica adquirida

Se ha sugerido que la resistencia a enfermedades esta asociada a un costo energético y
gue las plantas han desarrollado mecanismos defensivos inducibles, porque es
demasiado costoso tener las respuestas defensivas activadas todo e tiempo. El costo es
compensado por el retraso temporal en e despliegue de las defensas (Sticher et al.
1997). El fenotipo de muchos mutantes que muestran la expresion constitutiva de genes
PR, la acumulacion de AS'y la resistencia a patdgenos gpoyan esta idea. Esos mutantes
frecuentemente tiene tamafio reducido, pérdida de dominancia apical, hojas enroscadas,
disminucion en la fertilidad, todos efectos detrimentales del funcionamiento normal de
la planta. Aunque hay pocos estudios sobre el costo metabdlico de SAR, todos
concluyen que la expresion constitutiva de SAR en plantas no infectadas es detrimental
(Durrant y Dong 2004).

Acibenzolar-S-metil

El acibenzolar-S-metil (ASM), es un inductor de SAR en muchas plantas, incluyendo

trigo, arroz y tabaco. Su toleranciay eficacia en e combate de enfermedades en esos
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cultivos han permitido su comercializacion. EI ASM no tiene efecto antifingico y
conduce a la acumulacion de los mismos genes SAR que € AS (Gozzo 2003). El ASM
actia “corriente abgjo” (“downstream”) del AS (Sticher et al. 1997).

Hay muy pocos informes sobre el uso de ASM para el combate de enfermedades en
melon. Se ha demostrado que aplicaciones de ASM aumentaron la actividad de las
proteinas relacionadas a la patogénesis, quitinasa y peroxidasa, asi como agunas
respuestas fisiologicas a enfermedades poscosecha en meldn tipo Cantaloupe (Cucumis
melo var. reticulatus) (McConchie et al. 2007). Buzi et al. (2004) observaron que las
plantulas de meldn tratadas con € ASM y MeJA estaban asociadas con un rapido
aumento de la actividad de las mismas proteinas, a ser atacadas por Didymella bryoniae
y Sclerotinia sclerotiorum. En una combinacién de aplicaciones en campo y poscosecha
Huang et al. (2000) demostraron que la aplicacion de ASM viafoliar en prefloracion en
dosisde 50 mg L™ i.a. combinada con lainmersion del fungicida guazatina, disminuyd
significativamente las enfermedades causadas por Fusarium spp., Alternaria spp.
Rhizopus spp. y Trichothecium sp. durante e amacenamiento. Por otro lado el
tratamiento con solo ASM fue significativamente efectivo al reducir la severidad de las
enfermedades en muchas, pero no en todas las situaciones. Ademas, e fungicida
aplicado solo, disminuyé significativamente la infeccion por Fusarium spp. pero tuvo

un menor efecto sobre Alternaria spp. y Rhizopus spp.

Otros estudios en poscosecha han asociado la proteccion del ASM con la activacion de
la peroxidasa (POD), quitinasa (CHT) y la fenilalanina amonio liasa (PAL) contra las
enfermedades causadas por Alternaria alternata, Fusarium semitectumy Trichothecium

roseum en melones “Hami ” (cvs. New Queen y 8601) (Bi et al. 2006).

Heil et al. citado por Durrant y Dong (2004) estudiaron el costo metabdlico asociado
con € uso de ASM en ausencia de patdégenos. Las plantas de trigo cultivadas
hidropdnicamente en ausencia de patdgenos o en el campo, mostraron una reduccion en
la biomasa 'y en e nimero de granos s eran tratadas con ASM. Estos efectos fueron
mas fuertes cuando se combiné con una limitada disponibilidad de nitrégeno.
Similarmente, tratamientos en Arabidopsis con AS redujo la produccién de semillas.
Estos experimentos, aungue no representan condiciones naturales, son muy usados al

considerar los costos y beneficios de tratar |as plantas con esos compuestos. El costo de
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resistencia observado puede ser debido a la asignacion de los recursos de la planta a la

produccion constitutiva de proteinas PR.

M enadiona bisulfito de sodio

Recientemente salié a mercado un inductor de resistencia llamado menadiona bisulfito
(MBS, compuesto a base de vitamina K3), comecializado con € nombre de ACT-2.
Existen muy pocos informes de investigaciones sobre el efecto de este producto sobre
los cultivos. Uno de ellos fue realizado a plantas de banano por Borges et al. (2003) en
donde los resultados obtenidos demostraron que las plantas de banano tratadas con
MBS previo a la inoculacion con € hongo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, que
causa la enfermedad conocida como mal de Panama en banano, eran capaces de
cambiar la dinamica de acumulacion (mayor cantidad y velocidad de biosintesis) de las
fitoalexinas, biosintetizada por la planta durante la patogénesis, demostrando asi su
capacidad como activador de resistencia a reforzar los mecanismos defensivos de la
planta (Borges et al. 2004).

Mas recientemente, Liu et al. (2006) determinaron que los pretratamientos con ASM y
MBS en hojas de Brassica napus retrasaron la aparicion de lesiones producidas por
Leptosphaeria maculans, asi como la disminucion del &ea de las lesiones, tanto en
hojas pretratadas (efecto local) y hojas no tratadas (efecto sistémico).

Fosfito

El fosfito se ha utilizado para proteger cultivos contra enfermedades causadas por
Phytophthora desde 1970 (Ramasamy 2008). El interés por e fosfito segun Lovatt y
Mikkelsen (2006) se reactivo cuando se demostré que un producto comercial, la sal de
fosfonato de aluminio denominada Fosetyl-Al, se movia desde las hojas hacia las raices
por e floema en forma de fosfito y resultaba en menor severidad de algunas

enfermedades radicales.
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El &ido fosforoso (AF) libera € ion fosfonato HPOs?, también llamado fosfito, en
disociacion. El fosfito es facilmente absorbido y trasocado a interior de la planta. El
acido fosforoso y sus compuestos relacionados son frecuentemente referidos como
fosfonato, fosfito y acido fosfénico. Uno de los productos derivados del fosetyl-Al es el
mono-€til fosforito, e cua puede ser absorbido por la planta. Al interior de la planta €l
fosetyl-Al puede ionizarse a fosfito y por ello pertenece a mismo grupo de compuestos
del &cido fosforoso (Brunings et al. 2005, Gozzo 2003).

El &ido fosforoso tiene efecto directo e indirecto sobre los oomicetes, a inhibir un
proceso parcia (fosforilacion oxidativa) en los metabolismos de los oomicetes. Hay
evidencia gque siguiere que €l &cido fosforoso tiene efecto indirecto sobre las respuestas
defensivas naturales de las plantas contra € ataque de un patdégeno (Brunings et al.
2005, Sideman 2003).

La mayoria de los productos comerciades son formulados como fosfitos potasicos.
Dichos productos son creados utilizando €l &cido fosforoso neutralizado con una base
para crear una sal con alto grado de solubilidad y movilidad. La diferencia con las sales
fosfatadas consiste en la ausencia de un oxigeno en la molécula, 1o que le permite ser
mas rapidamente absorbido a través de la membrana de la planta o las raices
(Ramasamy 2008).
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MATERIALESY METODOS

Ubicacion, épocay manejo general del experimento.

El ensayo fue realizado en un lote de la Finca GuanaDulce S.A., ubicado en la localidad
de Pavones del Canton de Nandayure, Provincia de Guanacaste entre los meses de
agosto, setiembrey octubre del 2007.

La preparacion del terreno fue realizada por los empleados de la finca utilizardo el
mismo sistema de produccién para los lotes en época comercial. La misma se realizé
con la idea de incorporar los esiduos de cosecha de la época seca y minimizar la

aplicacion de fertilizantes e insecticidas.

Se utilizd cobertura de pléstico negro-plata como factor de prevencidn contra malezas,
plagasy laerosion del suelo. Dado las condiciones de época lluviosa el ensayo se ubico
en un suelo de textura franco-arenosa con buen drenagje y no fue necesario irrigar con €l

sistema de goteo.

La semilla utilizada fue Ruidera, melén(Cucumis melo) del tipo Piel de Sapo registrado
por Nunhems ®. El aimacigo fue sembrado el dia 16 de agosto y las plantulas fueron
trasplantadas 13 dias después, siguiendo € programa de mangjo de la Finca. El
transplante se realizd6 manualmente el dia 29 de agosto, inmediatamente después de

perforar el plastico en e centro de lacalle, aunadistanciade 0.5 m entre cada hoyo.

El &rea total del experimento fue de 2 475 nf distribuido en 14 calles de siembra
distanciadas a 1,7 m entre si. La longitud de las calles fue de 104 m. En términos de la
produccion melonera € &ea de siembra fue de 1 456 m lineales con 0,5 m de

distanciamiento entre cada planta.
El porcentgje de ataque de plagas se mantuvo bajo durante |la mayoria del ciclo de

cultivo por lo que no se necesitd la aplicacion de insecticidas. EI combate de malezas se

realiz6 manualmente en dos ocasiones.
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Tratamientos
Los productos inductores de resistencia fueron los siguientes:

1. Menadiona Bisulfito Sodio (MBS): compuesto del grupo 2-metil-1,4-
naftoguinona (4% p/p), prolina (11% p/p), glicina (10% p/p), aanita (6% p/p),
vitaminaK (4% p/p) (ACT-2®, Menadiona S.L)

2. Fosfito (Multiprotek® 0-26-37 + 30 HPO3; %", Haifa Chemicals)

3. Acibenzolar-S-metil, 0 ASM (ACIS 50 WG®, Syngenta Crop Protection)

4. Testigo sin inductor (TSI)

Los fungicidas convencionales utilizados en e ensayo fueron los siguientes:

1. Mefenoxan (Ridomil Gold Mz 68 PH®, Syngenta Crop Protection)

2. Clorotalonil (Bravonil 72 SC®, Syngenta Crop Protection) / mancozeb (Dithane
NT 80%, Dow AgroScience)

3. Dimethomorph (Acrobat CT 60 SC®, BASF)

4. Testigo sin fungicida (TSF)
Las dosis e intervalos de aplicacion se realizaron segun las indicaciones técnicas para
cada producto comercial, segun las especificaciones de las etiquetas.

Las dosis de producto comercial, y de ingrediente activo, y la cantidad de aplicaciones

se muestran en € Cuadro 1.
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Cuadro 1. Dosis de fungicidas e inductores de resistencia para e combate de mildia

velloso (Pseudoperonospora cubensis (Berck & Curtis) Rostovtsev) en melon.

Ingrediente activo DosisPC Dossi.a | Dossi.a go N° de
KgolL hat Kg ha' mL /L agua | aplicaciones
ciclo
MBS 0,4 0,14 0,70 2
Fosfito 35 1,05 2,63 2
ASM 0,04 0,02 0,05 2
M efenoxan 2,875 1,96 4,89 3
Clorotalonil /| 2785/15 | 2,01/1,20 5,01/6,00 3/1
mancozeb
Dimethomor ph 0,75 0,45 2,25 3

PC: Producto comercid; i.a.: Ingrediente activo

En todas las aplicaciones se utilizd6 bomba de espalda manual JACTO de 18 Litros,
comenzando a primeras horas de la mafiana y realizando una cobertura completa del
follge.

Lacronologia de los tratamientos se presenta en el Cuadro 2. Las fechas de aplicacion
de los tratamientos se muestran en dias después de trasplante (ddt), partiendo del jueves
30 de agosto del 2007 como el dia 1. Los dias 13, 23, 28, 35, 36, 42 después de
trasplante corresponden a las fechas: 11, 21 y 26 de setiembre y 03, 04 y 10 de octubre
del 2007.

El inicio de las aplicaciones de los fungicidas convencionales se determiné a partir de la
presencia en campo de los primeros sintomas. El inicio de las aplicaciones de los
inductores de resistencia se reaiz6 a partir del atague del patdgeno y segun las
recomendaciones técnicas para cada producto comercial y continué de acuerdo a una
calendarizacion programada, debido a la condicion de precipitacion diariay humedad

relativa mayor de 70 %. Los datos climaticos se detallan en el anexo 5.

Evaluacion de la enfermedad

Las evaluaciones iniciaron a partir de los 17 dias después de transplante (16 de

setiembre), es decir, cuatro dias después de la primera aplicacion de fungicidas (11 de
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setiembre). Las siguientes evaluaciones continuaron alos 23, 28, 35, 41, 49 después de
trasplante, correspondientes a las fechas: 21 y 26 de setiembre, 3, 9 y 17 de octubre,
respectivamente.

Cuadro 2. Detalle de los tratamientos y las fechas de aplicaciones para €l ensayo de
evaluacion de fungicidas e inductores de resistencia para el combate de mildit velloso

(Pseudoperonospora cubensis (Berck & Curtis) Rostovtsev) en melon.

Tratamientos* Fecha de aplicacién de Tratamientos (ddt)
(fungicida convencional- inductor)
Fungicidas Inductores

1. Clorotalonil/mancozeb — fosfito 13, 23, 28, 36 28, 42
2. Dimethomor ph —fosfito 13, 23, 36 28,42
3. Clorotalonil/mancozeb— ASM 13, 23, 28, 36 23,35
4. Clorotalonil/mancozeb—- TS 13, 23, 28, 36 -

5. Mefenoxan —fosfito 13, 23, 36 28, 42
6. Clorotalonil/mancozeb— MBS 13, 23, 28, 36 28, 42
7. Dimethomor ph — ASM 13, 23, 36 23,35
8. Dimethomorph - MBS 13, 23, 36 28, 42
9. Dimethomorph — TS| 13, 23, 36 -

10. Mefenoxan — ASM 13, 23, 36 23,35
11. Mefenoxan — MBS 13, 23, 36 28,42
12. TSF — fosfito - 28, 42
13. Mefenoxan — TSI 13, 23, 36 -

14.TSF-TS - -

15. TSF-MBS - 28,42
16. TSF - ASM - 23,35

*ASM: Acibenzolar-S-metil; TSI: Tratamiento sin Inductor; MBS: Menadiona Bisulfito Sodio; TSF:
Tratamiento sin Fungicida; ddt: dias después de trasplante.

La severidad del mildiu velloso fue evaluada utilizando un diagrama visual basada en la
escala de Horsfall-Barrat que califica la severidad como porcentaje de area foliar
enferma. La escala modificada representd porcentgjes de 1, 5, 10, 30y 60. En e campo,
mediante la observacion minuciosa, se registrO de forma precisa € porcentgje de

severidad para cada hoja evaluada.
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Laevaluacion consistié en la anotacion del valor del porcentaje de severidad en cuadros
disefiados para ese fin, en donde, se escogieron aeatoriamente 25 hojas de plantas de

mel6n ubicadas en la calle central de cada parcela experimental.

Los datos correspondientes a los porcentajes de severidad de las 25 hojas fueron
promediados para obtener un Unico valor de cada unidad experimental para cada fecha
de evaluacion. Los valores de severidad de las diferentes fechas se utilizaron para
obtener € érea bgjo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) utilizando los

procedimientos convencionales (Arauz 1998).

Disefio experimental

Se utilizd un disefio de bloques a azar con un arreglo de tratamientos factorial 4x4 en
fagas, para un total de 16 tatamientos con 5 repeticiones. La unidad experimental
consistio en tres calles contiguas de 5 m cada una, para un total de 30 plantas. El

diagrama de la parcela experimental se detallaen el Anexo 2.

Andlisis estadistico

Los datos de ABCPE fueron sometidos a un andlisis de varianza mediante el programa
estadistico INFOSTAT (Version 1.0 Universidad de Cordoba, Argentina, 2001). Se
aplicd la prueba de diferencia minima significativa (DMS, Alfa=0,05) para comparar €l
efecto de los inductores de resistencia, fungicidas convencionales y la interaccion entre

ellos sobre las variables evaluadas.

Se realizd un recuento del niUmero de aplicacionesy € costo econdmico de ellas.
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RESULTADOS

De acuerdo con e andlisis de varianza (Anexo 3), € area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCPE) vario significativamente (p<0,05) entre los tratamientos con
fungicidas convencionales y entre tratamientos con inductores. No se encontro
interaccion estadisticamente significativa entre fungicidas e inductores, lo cual significa

gue no hay un efecto diferencial de los inductores en la accién de los fungicidas.

Al redlizar la prueba de DMS se determiné la existencia de diferencias significativas
(p<0,05) en los promedios de ABCPE para |os tratamientos fungicidas correspondientes
a clorotalonil / mancozeb y a dimethomorph (Cuadro 3), en comparacion con el

mefenoxam que tuvo la mayor severidad final entre los fungicidas.

Cuadro 3. Promedio del érea bgjo la curva de progreso de la enfermedad para cada uno

de los tratamientos con fungicidas (efectos principales).

Fungicida Promedio ABCPE
Clorotaonil / mancozeb 286,92 a*
Dimethomorph 348,57 a
Mefenoxam 469,26 b
Testigo 609,55 ¢

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Cuadro 4. Promedio del érea bagjo la curva de progreso de la enfermedad para cada uno

de los tratamientos con inductores de resistencia sistémica. (efectos principal es)

| nductor Promedio ABCPE
Fosfito 329,06 &
ASM 439,45 b
MBS 467,03 b
Testigo 478,74 b

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

En cuanto a los tratamientos correspondientes a los inductores de resistencia, se

determind que e inductor fosfito fue e Gnico en mostrar diferencias significativas con
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respecto a los otros inductores (Cuadro 4). EIl ASM y & MBS no resultaron en

diferencias significativas con respecto al testigo sin inductor.

Se rediz6 un andlisis de varianza considerando las combinaciones fungicidainductor

como tratamientos individuales (Anexo 3).

El andlisis estadistico determind que la mejor combinacion de tratamientos fue la
correspondiente a clorotalonil / mancozeb — fosfito, encontrandose diferencias
significativas con respecto al ABCPE obtenida con otras combinaciones, segun se

observaen € Cuadro 5.

Cuadro 5. Promedio de las &reas bajo la curva de progreso de la enfermedad obtenidas
con las combinaciones de fungicida convencional e inductor de resistencia evaluadas

para el combate de mildit velloso en melén.

Tratamientos (fungicida-inductor) Promedio ABCPE
Clorotal onil/mancozeb-fosfito 215,69 a*
Dimethomorph-fosfito 250,76 ab
Clorotalonil/mancozeb-ASM 284,98 abc
Clorotalonil/mancozeb- Testigo 306,25 abc
Mefenoxam-fosfito 314,90 abc
Clorotalonil/mancozeb-MBS 340,75 abcd
Dimethomorph-ASM 356,71 abcd
Dimethomorph-MBS 375,58 bcde
Dimethomorph-Testigo 411,24  cdef
MefenoxamASM 472,92  defg
MefenoxamMBS 515,38 efgh
Testigo-fosfito 534,91 fgh
Mefenoxam Testigo 573,82 gh
Testigo-Testigo 623,66 h
Testigo-MBS 636,43 h
Tedtigo-ASM 643,19 h

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)
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Al determinar la severidad de la enfermedad en todos los tratamientos a través de las
seis evaluaciones, se encontraron para las fechas 17, 23 y 28 dias después del
transplante, los menores porcentajes de area enferma. A partir de los 35 dias la
severidad de la enfermedad se incrementé dramaticamente (Figura 1). Se observo una
tendencia general, en cuanto a orden creciente de severidad observado con los
diferentes tratamientos fungicidas. clorotalonil/mancozeb < dimethomorph <

mefenoxam < testigo sin fungicida

En & caso especifico del tratamiento con € inductor de resistencia menadiona bisulfito
de sodio (MBS) se observo un pequeiio efecto asociado a la primera aplicacion de
inductor (28 ddt) principalmente en combinacion con los fungicidas dimethomorph y

clorotalonil / mancozeb, pero no con las plantas de mel6n tratadas con mefenoxam.

Se observo otro evento importante a partir de la segunda aplicacion de MBS (42 ddt).
En este momento los porcentajes de severidad observados para € tratamiento
clorotalonil/mancozeb y dimethomorph fueron 6,81% y 10,48% respectivamente, y a
partir de esa fecha la severidad se incrementd, para esos mismos tratamientos hasta
65,98% y 69,65% a los 49 ddt, valores similares a 56,46% y 72,31% respectivamente

alcanzado en plantas que no fueron tratadas con inductor (Figura 1).

Con respecto a los tratamientos con fosfito se observé que hasta los 35 ddt, los tres
fungicidas tenian valores muy similares entre si, pero con una ligera ventgja a favor del
fungicida mefenoxam en cuanto a un mayor combate de la enfermedad. A partir de ese
momento las plantas tratadas con dicho fungicida empezaron a registrar mayores niveles
de severidad de mildit velloso en comparacion con los otros fungicidas. No se observo
respuesta a la segunda aplicacion de fosfito (42ddt), y la severidad aumento de 6,76% a
65,05% entre las fechas 41 y 49 ddt. Con los tratamientos con clorotalonil / mancozeb
y con dimethomorph si se observd una respuesta a la segunda aplicacion (Figura 1) de
fosfito.
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Figura 1. Efecto de tres inductores de resistencia y tres fungicidas sobre el desarrollo del
mildit velloso (P. cubensis) en follaje de mel6n a lo largo del tiempo. Las flechas negras

indican el momento de aplicacion del inductor.
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En relacidn con e comportamiento de la enfermedad en las plantas tratadas con ASM,
durante los primeros 35 dias, las plantas que habian recibido dos aplicaciones de
mefenoxam (13 y 23 ddt) y una aplicacion del inductor (23 ddt) se mantuvieron con la
menor severidad de la enfermedad, pero a partir de la segunda aplicacién del inductor
(35 ddt) y la tercera aplicacion del fungicida (36 ddt), € efecto sobre la enfermedad
disminuy6, aumentando los niveles de severidad de 3,15% a 14,75% entre las fechas 35
y 41 ddt., llegando a una severidad final de 85,36% solo superada por el testigo sin
fungicida con 100% (Figura 1). El tratamiento clorotalonil / mancozeb — ASM fue €
Unico que pudo mantener e mismo porcentaje de severidad (6,67% a 6,82%) entre las
fechas 35 a 41 ddt después de la segunda aplicacion, en comparacion con todos los
inductores de resistencia 'y € testigo sin inductor; en contraste con e rgpido incremento
en el desarrollo de la enfermedad que resulto de los tratamientos con mefenoxam y a la
severidad intermedia obtenida con los tratamientos con dimethomorph en las Ultimas

fechas de evaluacion.

Adicionamente, se presentaron dos situaciones asociadas a los tratamientos con |os
fungicidas clorotalonil / mancozeb. Ambas se refieren a los dos Unicos momentos
durante la realizacion del ensayo en donde, seguido a la aplicacién de un inductor
especifico, € nivel de desarrollo de la enfermedad fue detenido. La primera de ellas fue
en e tratamiento clorotalonil / mancozeb — ASM, entre las fechas 35 y 41 ddt. El

porcentaje de severidad se mantuvo en 7% precisamente después de realizar la segunda
aplicacion de ASM. La segunda situacion fue relacionada con € tratamiento clorotalonil
/ mancozeb — MBS entre la fecha 28 y 35 ddt; en este caso € porcentaje permanecio en

2% después de la primera aplicacion ddl inductor (Figura 2).
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Figura2. Severidad de mildiu vellosoen meldn en las diferentes combinaciones de tratamientos

con fungicidas e inductores de resistenciaen seis fechas de evaluacion. Las flechas representan

el momento de probable efecto de los inductores de resistencia.
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La determinacion del costo econdmico de las aplicaciones se desglosa en los cuadros 6

y7.

Cuadro 6. Desglose del numero de aplicaciones realizadas para cada uno de los fungicidas e

inductores de resistenciay su costo econdémico*.

Fungicidas Total de Costo de una Costo total de
aplicaciones aplicacion las aplicaciones
Mefenoxam 3 ¢ 47.487,00 | ¢ 142.461,00
Clorotalonil 3 ¢ 26.608,00 ¢ 79.824,00
mancozeb 1 ¢ 6.397,00 | ¢ 6.397,00
Dimethomorph 3 ¢ 17.368,00 | ¢ 52.104,00
Inductores Tota de Costo de una Costo total de
aplicaciones aplicacion las aplicaciones
MBS 2 ¢ 8.420,00| ¢ 16.840,00
Fosfito 2 ¢ 11.394,00| ¢ 22.788,00
ASM 2 ¢ 32.855,00| ¢ 65.710,00

datos de fuentes consultadas en el Anexo 4

Cuadro 7. Costo econdmico de cada uno de los 16 tratamientos realizados en el ensayo.

Tratamientos (Fungicida - inductor) |Costo por hectarea
Clorotaonil / mancozeb — fosfito ¢ 109.009,00
Dimethomorph — fosfito ¢ 74.892,00
Clorotalonil / mancozeb — ASM ¢ 151.931,00
Clorotalonil / mancozeb — TSI ¢ 86.221,00
Mefenoxam — fosfito ¢ 165.249,00
Clorotalonil / mancozeb — MBS ¢ 103.061,00
Dimethomorph — ASM ¢ 117.814,00
Dimethomorph — MBS ¢ 68.944,00
Dimethomorph — TSI ¢ 52.104,00
Mefenoxam — ASM ¢ 208.171,00
Mefenoxam — MBS ¢ 159.301,00
TSF — fosfito ¢ 22.788,00
Mefenoxam — TSI ¢ 142.461,00
TSF-TSI ¢ -
TSF—-MBS ¢ 16.840,00
TSF—-ASM ¢ 65.710,00
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Producto del andlisis del costo econémico de las aplicaciones realizadas durante €l
ensayo se determind que los mejores tratamientos para el combate de mildita velloso
tienen un costo por hectérea de ¢109.009,00 para € tratamiento clorotalonil /
mancozeb — fosfito y de ¢ 74.892,00 para el tratamiento dimethomorph — fosfito.
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DISCUSION

El hecho que no se encontraran diferencias estadisticas en la interaccion entre los
fungicidas y los inductores de resistencia, significa que no hay un efecto diferencia de
los inductores en la accion de los diferentes fungicidas. O sea, que la eficacia relativa
de unos fungicidas respecto a otros fungicidas se mantuvo para los diferentes
inductores. Para cada inductor, la eficacia de los fungicidas siguié e siguiente orden de
mayor a menor eficacia. clorotalonil / mancozeb > dimethomorph > mefenoxam >
testigo sin fungicida.

Los fungicidas clorotalonil / mancozeb y dimethomorph aplicados sin combinarlos con
aplicaciones de inductores, dieron como resultado una menor severidad con respecto al

testigo sin inductores. El mefenoxam no fue diferente del testigo.

El fosfito fue € dnico inductor que resultd en niveles significativamente menores de
enfermedad. La eficiencia del fosfito en este ensayo a combatir al patdgeno P. cubensis
en plantas de meldon dd tipo piel de sapo no ha sido informada por otros autores
previamente; sin embargo, € fosfito también ha mostrado ser efectivo contra P.
nicotianae y P. palmivora en tabaco y papaya respectivamente. Ademas, € fosfito
potésico mostré ser efectivo contra P. cactorum en fresas, del mismo modo que € &cido
fosforoso control6 e mildit velloso en uvas 'y mildit velloso en lechuga (Brunings et al.
2005, Brown et al. 2004).

En general, la aplicacion de fungicidas convencionales en combinacion con fosfito tuvo
un mejor efecto que & fosfito solo. Aplicados solos, ni € fosfito ni e mefenoxam
redujeron la enfermedad con respecto a testigo, pero la combinacién de ambos si la
redujo significativamente. Una investigacion compar6 el efecto del fosfito con varios
fungicidas como azoxystrobina, pyraclostrobina y mefenoxam en el combate de
Phytophthora cactorum en plantas de fresa y determind que todos los tratamientos
mostraron diferencias significativas con € testigo, pero no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos fungicidas que mostraron valores de combate de la
enfermedad del 98% (Rebollar et al. 2005). Muy similar fue e estudio realizado por
Kagadi et al. (2002) en donde se obtuvieron diferencias significativas en los

tratamientos con metalaxil+mancozeb, clorotalonil y fosetil-Al en comparacion al
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testigo sin tratamiento durante el combate de Pseudoperonospora cubensis en Luffa
acutangula. Esos datos difieren con los tratamientos del presente experimento en donde
solo se aplicd Mefenoxan o solo fosfito, debido a que por el efecto propio de cada uno

no fueron eficientes al combatir a P. cubensis en melén.

Varios factores podrian explicar la poca eficacia del fosfito solo. Por gemplo, hay
grandes variaciones en la sensibilidad de aislamientos individuales de oomicetes a los
compuestos fosfonatados, que pueden llegar a impactar negativamente sobre la
eficiencia (Brunings et al. 2005, Brown et al. 2004). También la éoca de aplicacion es
importante en la eficacia del fosfito. Este es més efectivo cuando ladosisy la época de
aplicaciéon son programadas adecuadamente a las necesidades del cultivo (Lovatt y
Mikkelsen 2006). Ademés, se ha determinado que bajos volumenes de aplicacion
pueden combatir las enfermedades en estados tempranos de la enfermedad, asi como
proteger las plantas que han evitado la infeccion (Barrett 2003). Otro aspecto importante
esque los fertilizantes que contienen fosfitos, s no estén formulados correctamente,
tiene un potencial muy alto de ser fitotOxicos y generar reacciones adversas con otros
productos (Lovatt y Mikkelsen 2006), como lo indican Thao et al. (2008), a concluir
gue e fosfito no puede ser utilizado como fertilizante que supla las necesidades de
fosforo en cultivos, debido a que no tuvo efectos benéficos sobre el crecimiento de las
plantas, llegando incluso a presentar deficiencias de fosforo debido a una inhibicion
competitiva entre los dos tipos de aniones fosfito y fosfato (Smillie et al. 1989).

Existe amplia evidencia apoyando la efectividad del ASM contra gran variedad de
enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus en experimentos de campo. Por
giemplo, Louis et al. (2001) citado por Valad y Goodman (2004) encontraron que la
sola aplicacion de ASM controlé suficientemente la mancha bacterial del tomate,
mientras que en otros ensayos era necesario agregar fungicidas especificos para
combatir los tizones temprano y tardio. También en manzanas (Malus domestica
Borkh.) y pera (Pyrus pyrifolia Nakai) se ha informado de la eficacia del ASM contra
enfermedades causadas por Venturia nashicola y Gymnosporangium asiaticum con
multiples aplicaciones (Vallad y Goodman 2004). Asimismo, € ASM protege las
plantas de trigo contra la infeccion causada por mildit polvoso, sin mostrar diferencia

con los tratamientos fungicidas comunes (Gorlach et al. 1996). Sin embargo, en el
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presente ensayo no se observo un efecto beneficioso de los inductores ASM y MBS en

e combate de mildiu velloso en melén.

Debido a que enla naturaleza las plantas responden a una multitud de patdgenos y
frecuentemente deben asignar |os recursos a las defensas y crecimiento vegetativo para
asegurar €l éxito reproductivo, puede haber demandas competitivas entre el crecimiento
y la defensa por recursos energéticos de la planta. Al respecto, Valad y Goodman
(2004) sefidan que € estado de crecimiento de la planta influye en k eficiencia de la
resistencia sistémica adquirida por ASM. Otras variables que influyen, de acuerdo con

estos autores, son ladosis y frecuencia de las aplicaciones, y € genotipo hospedero.

Existen factores que pudieron haber ocasionado la poca eficacia observada del ASM y
e MBS. En contraste con e fosfito, los inductores ASM y MBS no tienen efecto
antimicrobial y su modo de accion parte exclusivamente de la activacion de los
mecanismos de defensa y resistencia sistémica que puede generar la planta ante la
accion de una o varias aplicaciones exdgenas, ademas de |as respuestas provocadas por

el patdgeno.

Existe una diferencia inherente entre monocotiledoneas y dicotiledoneas en términos de
la longevidad de resistencia inducida €licitada por el ASM. Mientras aplicaciones
sencillas fueron generalmente suficientes para inducir resistencia en cultivos
monocotiledéneos como €l trigo, los cultivos dicotiledoneos necesitaron repetidas
aplicaciones para extender la proteccion a través del tiempo (Valad y Goodman 2004).
Ademés, los autores mencionan que existe la posibilidad cuando un patégeno no es
controlado, de que la planta (variedad o hibrido) no tenga defensas efectivas o que su

capacidad parainiciar las defensas contra un patégeno sea deficiente.

Al observar los dos eventos en los cuales tanto los inductores ASM como MBS en
combinacién con el fungicida clorotalonil, lograron mantener su porcentgje de
severidad, parece més un efecto del momento oportuno de aplicacion del fungicida que
alaaccién propia de ser combinados con un fungicida de contacto. Esto se evidenciaal
no haber diferencias significativas con € testigo sin inductor asi como no mantener ese
mismo efecto en los fungicidas mefenoxam y dimethomorph, especificos contra

oomicetos.
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Por otra parte, en muchos casos ka actividad SAR inducida por ASM o por INA fue tan
efectiva a combatir enfermedades especificas como los controles de pesticidas
comunes, especidmente contra bacterias fitopatogenicas. Todavia los investigadores
encuentran necesario aternar o combinar e ASM con un producto fungicida para
reducir la enfermedad a un nivel comparable a los méodos de combate usados
generamente, asi como para combatir otras enfermedades no influenciadas por la SAR
(Vallad y Goodman 2004).

Labaja eficacia del mefenoxam, a pesar de ser un fungicida ampliamente utilizado para
el combate de mildius vellosos podria estar ligado a una pérdida de sensibilidad en la
poblacién del patdgeno. Esto ha sido informado en mildit velloso en otros paises
(Gdlian et al. 2006) En Costa Rica, se ha encontrado resistencia a metalaxyl en mildiu
velloso en vid (Araya 1999) y en Phytophthora infestans en papa (Paez et al. 2001). Los
fungicidas sistémicos tienen un modo especifico de accion en un sitio Unico, lo que
indica que son activos en un punto Unico en una unica ruta metabdlica del patégeno. Por
eso, € riesgo de desarrollar resistencia a producto en muy ata. Por otro lado, la
mayoria de los fungicidas de contacto son inhibidores multisitio y e riesgo de

desarrollo de resistencia es més bajo que los fungicidas sistémicos.

Por su parte, laSAR y 1aRSI no son un método Unico parael combate de enfermedades
y plagas, solo son una herramienta més en los sistemas de mangjo de integrado de
plagas. Ambas son inefectivas una vez que el patdgeno se ha establecido. Claramente ni
SAR ni RSl vudven la planta inmune a patégeno, pero segun varios informes parece

gue incrementa bastante la tolerancia general (Vallad y Goodman 2004).

Por las razones anteriores, un programa de manejo integrado de enfermedades puede
involucrar e uso de una diversidad de fungicidas, el uso de inductores de resistencia
considerando la capacidad de activar las defensas de la planta en periodos de desarrollo
criticos cuando la planta es mas susceptible, el uso de cultivares més resistentes a
enfermedades, junto a pronésticos climaticos, estudios epidemiol dgicos, monitoreo de
enfermedades y simuladores informaticos. Todas estas acciones combinadas y

coordinadas llevarian a una prediccibn mas precisa de los periodos criticos y
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consecuentemente, a reducir el nimero de aplicaciones (Vallad y Goodman 2004,
Urban y Lebeda 2006).

Los productos inductores de la SAR no pueden sustituir los agroquimicos disefiados
especificamente contra una enfermedad, pero la induccion de resistencia previo al
ataque puede proporcionar beneficios en algunos aspectos (Vavrina 'y Robert  2004)
como se observd en los tratamientos de clorotalonil / mancozeb — fosfito y

dimethomorph — fosfito en el presente experimento.

Las evaluaciones llegaron hasta los 49 ddt debido al anegamiento del terreno donde
estaba e ensayo entre los dias 45 y 49 ddt ocasionado por |as intensas precipitaciones.
Ante ese hecho, no se llego6 a cuantificar la produccion Ademéas los datos de severidad
en la fecha 49 ddt llegaron a 100% en varios tratamientos particularmente en los

testigos sin fungicidas. Debido a esos factores no se realizaron mas eval uaciones.

Las observaciones de campo revelaron que la variedad de melon Ruidera utilizada en
este ensayo es susceptible al mildit velloso y que la condicion de siembra en época
[luviosa generd las condiciones propicias para € desarrollo de la enfermedad. La
susceptibilidad del material utilizado se disparo a partir del momento de floracion y el
cuge de los frutos (entre los 28 y 35 ddt). La predominante floracion masculina y las
dificultades en la polinizacion de las flores femeninas fueron causantes de un cugje de
frutos escaso, asi como de la malformacion de algunos. Los frutos desarrollados hasta
los 49 ddt en los tratamientos con clorotalonil / mancozeb — fosfito y clorotalonil —
mancozeb — fosfito estaban mayoritariamente sanos, contrario a la mala condicion de
los frutos del resto de los tratamientos que ya empezaban € proceso de pudricion,

especialmente en los tratamientos sin fungicidas.
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CONCLUSIONES

Una estrategia eficaz de combate de mildiu velloso en melén piel de sapo involucra la
combinacion de los fungicidas protectores clorotalonil / mancozeb y el inductor de

resistencia sistémica fosfito.

El fungicida dimethomorph fue eficiente a combatir €l hongo, pero en un grado menor

a clorotalonil / mancozeb.

La combinacién de tratamientos con los fungicidas mefenoxam y los inductores de

resistencia sistémica ASM y MBS no fueron eficientes en e combate de mildit velloso.

No hay un efecto diferencial de los inductores en la accidn de los diferentes fungicidas,

por lo tanto no existen interacciones entre ellos.

Se determind que los dos mejores tratamientos para e combate de mildiu velloso
fueron clorotalonil / mancozeb — fosfito con un costo por hectdrea de ¢ 109.009,00 y
dimethomorph — fosfito con ¢ 74.892,00; los cuales son inferiores a costo de otros

tratamientos menos eficientes.
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RECOMENDACIONES

Se puede considerar en cultivos de ciclo corto como € meldn, evauar € efecto de
adelantar y reducir los intervalos de las aplicaciones de los inductores ASM y MBS,
tomando en cuenta un posible efecto de persistencia de la sefid sistémica, de manera

gue se distribuyan hasta un maximo de tres aplicaciones por ciclo de cultivo.

Se puede recomendar a fabricante revisar los momentos de aplicacion en relacion con
la fenologia del cultivo y la curva de progreso de la enfermedad. De forma que las
aplicaciones de inductores de resistencia se realicen antes de la presencia visua de
sintomas de la enfermedad; o cual es un indicativo de la presencia del agente patbgeno
sobre el hospedero, €l cual necesita de varios dias para desarrollar la enfermedad en

condiciones ambientales favorables.

Reducir los intervalos de aplicacion de fungicidas mefenoxany dimethomorph cuando
la presiéon de la enfermedad es alta. Tomando en cuenta que las condiciones ambientales
de constante precipitacion no solo aumenta la posibilidad de propagacion del patégeno,

sino también dificulta la programacién oportuna de una aplicacion.

El disefio de estrategias de manejo para la proteccion del cultivo de melon puede
incorporar inductores de resistencia sistémica, pero debe tenerse claro que esos
productos deben ser manejados con mucha precaucién y no ser utilizados como
fungicidas, bactericidas, insecticidas o fertilizantes foliares debido a que su modo de
accion es totamente diferente y su eficiencia depende de la capacidad y velocidad de

respuesta que tenga la planta al activar |os mecanismos de resistencia sistémica.



Hacer pruebas de sensibilidad d mefenoxan para evaluar una posible resistencia a

fungicida
Evaluar € efecto de los mismos inductores de resistencia, incluyendo la variable de
produccion de frutos con €l objetivo de ver € efecto sobre otros pardmetros de calidad

y algun posible efecto sobre & costo metabadlico.

Evaluar dentro de la fenologia de la variedad si € aumento de la enfermedad coincide

con @ momento de floracién.
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Anexo 1. Fungicidas para mildius vellosos aprobados para uso en
meldn y limites maximos de residuos (LMR) de acuerdo con la

Unién Europea.

Pesticides Web Version - EU MRLs (File created on 29/11/2008
19:14)

Residuos de plaguicidas y contenidos méxi mos de residuos (mg/kg)
(*) Indica el limite inferior de determinacién analitica.

LMR
Melones (Kiwano)
Acibenzolar-S-metilo (suma de acibenzolar-S-metilo y acido
acibenzolar (CGA 210007) expresado como acibenzolar-S-metilo) 0,02*
Azoxistrobina 0.5
Benalaxil con inclusién de otras mezclas de isémeros constituyentes
como el benalaxil-M (suma de isémeros) 0.1
Captafol (L) 0,02*
Captan 0.1
Cimoxanilo 0.1
Clorotalonil 1
Compuestos del cobre (cobre) 5
Cresoxim-metilo (L) (R) 0.2
Dimetomorf 1
Ditiocarbamatos, expresados en CS2, incluidos maneb, mancoceb,
metiram, propineb, tiram y ziram 1
Famoxadona 0.3
Fenamidona 0.1
Fluacinam (L) 0,05*
Fluoxastrobina 0,05*
Folpet 1
Iprovalicarbo 0.2
Mandipropamid 0.3
Metalaxilo y metalaxilio-M (=mefenoxam) (metalaxilo, con inclusién
de otras mezclas de isdmeros constituyentes como el metalaxilo-M
[suma de isémeros]) 0.2
Oxadixilo 0,01*
Picoxistrobina (L) 0,05*
Piraclostrobina (L) 0,02*
Propamocarb (suma de propamocarb y sus sales expresada como
propamocarb) 5
Propineb (expresado como propilendiamina) 1
Tolilfluanida (suma de tolilfluanida y dimetilaminosulfotoluidida
expresada como tolilfluanida) (R) 0.3
Trifloxistrobina 0.3
Ziram 0,1*
Zoxamida 0,02*
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Anexo 2. Diagrama de |a parcela experimental
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Anexo 3. Andlisisde varianza

Cuadro 1. Andlisis de varianza realizado a los tratamientos de fungicidas e Inductores
de Resistencia Sistémica mediante la prueba de diferencias minimas significativas para

el control de mildit velloso (Pseudoperonospora cubensis) en e cultivo de melon.

Andlisisdelavarianza

Variable N R? R2A] cv
ABCPE 80 0,84 0,65 23,85

Cuadro de Andlisisdela Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC a CM F Valor p Error
Modelo 2016911,05 43 46904,91 4,49 <0,0001
Fungicida 1217476,45 3 40582548 16,94 0,0001 (Fungicida*bloque)
Inductor 28033054 3 9344351 8,55 0,0026 (Inductor*blogue)
Bloque 44981,81 4 1124545 1,08 10,3828

Fungicida* inductor 5548883 9 616543 059 0,7965
Fungicida* bloque 287541,86 12 23961,82 2,29 0,0272
Inductor* bloque 13109155 12 1092430 1,05 0,4317
Error 376263,09 36 10451,75

Total 2393174,14 79

43



Cuadro 2. Andlisis de \arianza realizado a los tratamientos fungicidas e inductores de

resistencia sistémica mediante la prueba diferencias minimas significativas para la

determinacion de interacciones para el combate de mildit velloso (Pseudoperonospora

cubensis) en €l cultivo de melén.

Andlisisdelavarianza

Variable N R? R2A] CcVv
ABCPE 80 0,67 0,56 26,86

Cuadro de Andlisisdela Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC al CM F Valor p
Modelo 1598277,64 19 84119,88 6,35 <0,0001
Bloque 44981,81 4 11245,45 0,85 0,4999
Tratamiento 1553295,83 15 103553,06 7,82 <0,0001
Error 794896,49 60 13248,27

Tota 239317414 79




Anexo 4. Fuentes consultadas para el precio de los agroquimicos

Distribuidora DAC:

Bravonil 72 SC Litro$17; Acis 50WG 13 gramos $ 19

Telef. 2494-5322

FMS Bioindustrial S.A.
ACT-2 Litro$37,5
Telef. 2262-2109

Cafesa
Multiprotek 0-26-37 + 30 fosfito 10 kg ¢ 32 554
Telef. 2232-2255

Trisan
Ridomil Gold Mz68 PH 1Kg ¢ 16517
Telef. 2232-0690

Agrosuperior
Dithane NT 80 WP 900g ¢ 3838
Telef. 2210-5300

Suministros Cooprosanvito
Acrobat CT 60 SC 700mL ¢ 16 210
Telef. 2773-3182

Ddlar a tipo de cambio de BCCR: ¢ 562.00
21 de noviembre del 2008
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Anexo 5. Registros Climaticos durante las fechas de
evaluacion. Fuente: Instituto Meteorol 6gico Nacional de Costa Rica.

Lluvia mensual acumulada de enero a octubre 2007 en Nicoya (region sur de
Guanacaste).

Primero, se nota que la lluvia de octubre ha sido la mayor del afio, superando, a igual
gue agosto, los limites que determinan un escenario Iluvioso extremo (color morado).
Octubre de 2007 se clasificO como extremadamente Iluvioso, acanzando 800 mm por
los temporal es que se presentaron.

Segundo, la lluvia mensual acumulada de enero a octubre 2007 en Liberia (region norte
de Guanacaste). Desde julio y hasta octubre la cantidad de lluvia mensua superé €

rango normal, llegando a ser el segundo octubre mas lluvioso con 721 mm.
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Comentario meteorolégico de Octubre de 2007
Octubre present6 varias anomalias atmosféricas que lo hicieron uno de los meses mas

[luviosos de los Ultimos afios, con fuertes temporales en e Pacifico Nortey en €
Pacifico Central y grandes cantidades acumuladas de lluvia en € Valle Central. Liberia
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con 721 mm, en & Pacifico Norte, registré el segundo octubre mas lluvioso superado
Unicamente por e afio 1959; Damas con 1010 mm, en el Pacifico Central, €l nés
[luvioso; en el Valle Central, Santa Lucia (Heredia) con 703 mm, registré un récord. Por
otro lado, tanto la Zona Norte como la region Caribe presentaron escenarios Secos 0

SECos extremos.

Se conjugaron varios factores atmosféricos que favorecieron una persistente e intensa
actividad lluviosa tanto en e Pacifico como en € Vale Central, entre otros. 1) la
presién atmosférica estuvo muy por debajo de sus valores promedio por lo que los
vientos del oeste fueron persistentes, aumentando la humedad atmosférica sobre €l pais;
2) el dipolo de temperaturas, por un lado € océano Pacifico frio debido a fendmeno "La
Nifida" y por € otro, e Mar Caribe calido, favorecié una mayor actividad lluviosa; 3) un
sistema de baja presion sobre Belice y la tormenta tropical Noel generaron condiciones
de temporal sobre € pais durante gran parte de octubre; 4) la oscilacion de Madden

Julian, en su fase divergente, predomind durante la mayor parte del mes.

Octubre fue un mes climéticamente excepcional, en particular por el fuerte temporal que
afect6 atodo e Pacifico y € Valle Central. Debido a lo prolongado del fendmeno (7 a
21 de octubre), a la gran extensiéon de las inundaciones y las pérdidas econdmicas
millonarias, este temporal se convirtio en el mayor desastre hidrometeorol6gico del

2007 y el mayor en la ultima década en la Vertiente del Pacifico.

Esta andmala situacion fue consecuencia del dipolo térmico transoceanico entre el
Pacifico y € Caribe, es decir, la combinacién de la intensificacion del fenémeno de La
Nifia cuyos indices ocednicos y atmosféricos alcanzaron en octubre los valores més
altos desde que comenzo e fendmeno en mayo y el calentamiento anormal en € mar

Caribey € océano Atlantico.
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Registros historicos de temperaturas y precipitacion en la Estacion La Ceiba en
Nicoya, Guanacaste

Mes

Ene
Feb
Mar
Abr
May
Jun
Jul
Ago
Set
Oct
Nov

Dic

La Ceiba

Estacién: 157, La Ceiba

Cantoén: Nicoya

Ubicacion: 10°06 N; 85°19 O; 20m

Tipo: Automatica
Cantidad: 8 ANOS

Fechafinal: 31/12/2007

Temperatura media

°C

Minimo
22,8
22,8
23,6
24,3
24,3
23,7
23,4
23,4
23,1
23,2
23,0

22,9

Maximo
35,5
35,2
36,2
36,5
34,5
32,8
33,0
33,0
32,1
31,2
31,6

32,8

Precipitacion total

media (mm)

1,0
5,4
8,2
30,8
241,9
247,3
163,2
209,8
383,4
395,0
112,2

6,8

Promedio de dias

con lluvia

18

19

18

19

24

24

13
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Por centaj es de precipitacion acumulada a noviembre del 2007
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