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CAPÍTULO 5
5. RESULTADOS.

5.1 Efecto del PBO sobre ascosporas de M. fijiensis.-
Se observaron diferencias estadísticas altamente significativas entre los efectos de los fungicidas triazoles y el efecto del PBO en todas las concentraciones evaluadas. Los Coeficientes de Variación para estos análisis se mantuvieron en niveles entre 7% y 11%. 
En la prueba de significación de Tukey se observaron desde dos hasta cuatro niveles de significancia, pero en todos los casos el PBO fue diferente a todos los demás tratamientos presentando la menor de las medias (Tabla 8).
TABLA 8. 
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DEL TUBO GERMINATIVO DE ASCOSPORAS DE M. fijiensis

	Ingrediente Activo
	Concentración [ppm]

	
	0.01
	0.1
	1.0
	5.0

	Propiconazol
	54.5a
	58.8b
	67.7b
	75.3a

	Bitertanol
	46.6b
	65.9a
	74.2a
	79.4a

	Fenbuconazol
	46.1b
	52.3c
	62.7b
	75.9a

	BOP
	-2.0c
	11.4d
	8.7c
	10.8b
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	2.06
	1.61
	1.58
	1.58


Medias que comparten las mismas letras dentro de la misma columna no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a           p = 0.05.

Por otra parte, también se encontraron diferencias estadísticas altamente significativas entre los efectos de las distintas concentraciones de PBO. Se observaron tres niveles de significancia en este análisis (Tabla 9). El Coeficiente de Variación fue del 15.97%.
Finalmente, en lo que respecta a la curva sensibilidad, se determinaron las concentraciones medias inhibitorias (CI50) para todos los fungicidas; no obstante, no fue posible determinar una CI50 válida para el PBO a ninguna de las concentraciones evaluadas. Extrapolando la ecuación de regresión asociada a los datos experimentales obtenidos, se obtiene un valor máximo de inhibición de 43.7% a una concentración del 100% de PBO. Las Curvas de Sensibilidad, las CI50 y las ecuaciones de regresión obtenidas se observan en la Figura 5.1 y en la Tabla 10.

TABLA 9
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DEL TUBO GERMINATIVO DE ASCOSPORAS  DE M. fijiensis

	Tratamiento
	
[image: image2.wmf]x


(%inhibición)

	[1000.0ppm]
	29.5
	a

	[100.0ppm]
	23.6
	a

	[0.1ppm]
	11.4
	
	b

	[10.0ppm]
	10.9
	
	b

	[5.0ppm]
	10.8
	
	b

	[1.0ppm]
	8.7
	
	b
	c

	[0.01ppm]
	-2.0
	
	
	c

	Medias que comparten las mismas letras no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a p = 0.05 (
[image: image3.wmf]d

S

=2.550)


FIGURA 5.1

CURVAS DE SENSIBILIDAD DE ASCOSPORAS DE M. fijiensis
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*Eje x en escala logarítmica.

TABLA 10
	DESCRIPTORES DE LAS CURVAS DE SENSIBILIDAD DE ASCOSPORAS DE M. fijiensis

	Ingrediente Activo
	CI50
[ppm]
	Ecuación de Regresión
	R2

	Fenbuconazol
	0.037
	y = 4,6721Ln(x) + 65,432
	0.95

	Propiconazol
	0.004
	y = 3,3538Ln(x) + 68,523
	0.97

	Bitertanol
	0.011
	y = 5,1618Ln(x) + 73,372
	0.95

	PBO
	-X-
	y = 2,4171Ln(x) + 10,324
	0.85


5.2 Efecto del PBO sobre conidias de M. fijiensis.-
Se observaron diferencias estadísticas altamente significativas entre los efectos de los fungicidas triazoles y el efecto del PBO en todas las concentraciones evaluadas. Los Coeficientes de Variación para estos análisis se mantuvieron en niveles entre 8% y 13%. 

En la prueba de significación de Tukey se observaron desde dos hasta cuatro niveles de significancia. En los resultados de estas pruebas se puede notar que el PBO mostró un efecto mayor en las dos concentraciones más bajas, mientras que a las concentraciones más altas su efecto fue el menor entre los cuatro ingredientes activos. Es importante notar que en las concentraciones de [1ppm] y [5ppm] se observó un efecto estimulante del crecimiento de las colonias al expresarse valores negativos del porcentaje de inhibición. La tendencia del porcentaje de inhibición promedio asociada a los tratamientos con PBO respecto a la concentración fue decreciente (Tabla 11).
TABLA 11 
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DE COLONIAS CULTIVADAS A PARTIR DE CONIDIAS DE M. fijiensis

	Ingrediente Activo
	Concentración [ppm]

	
	0.01
	0.1
	1.0
	5.0

	Propiconazol
	7.39b
	18.07c
	56.62b
	88.29a

	Bitertanol
	8.29b
	8.61d
	78.28a
	87.43a

	Fenbuconazol
	11.45b
	25.27b
	26.84c
	38.90b

	BOP
	47.27a
	37.56a
	-47.07d
	-43.99c
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	2.14
	2.10
	2.12
	1.76


Medias que comparten las mismas letras dentro de la misma columna no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a           p = 0.05.

Por otra parte, también se encontraron diferencias estadísticas altamente significativas entre los efectos de las distintas concentraciones de PBO. Se observaron dos niveles de significancia en este análisis (Tabla 12). El Coeficiente de Variación fue del 20.71%.

TABLA 12
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DE COLONIAS CULTIVADAS A PARTIR DE CONIDIAS DE M. fijiensis

	Tratamiento
	
[image: image6.wmf]x


(%inhibición)

	[0.01ppm]
	47.27
	a

	[0.1ppm]
	37.56
	a

	[100.0ppm]
	-38.72
	
	b

	[10.0ppm]
	-41.64
	
	b

	[5.0ppm]
	-43.99
	
	b

	[1.0ppm]
	-47.07
	
	b

	Medias que comparten las mismas letras no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a p = 0.05 (
[image: image7.wmf]d

S

=2.501)


Finalmente, en lo que respecta a la curva de respuesta, se observó un mejor efecto a bajas concentraciones por parte del PBO respecto a los triazoles, pero a medida que la concentración de ingrediente activo aumenta, los triazoles expresan una tendencia creciente en el porcentaje de inhibición, mientras que el PBO expresa una tendencia decreciente e incluso estimulante para el desarrollo del hongo (Figura 5.2).
FIGURA 5.2
CURVA DE RESPUESTA DE CONIDIAS DE M. fijiensis
[image: image8.emf]-75
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* Eje x en escala logarítmica
5.3 Efecto de Las mezclas PBO : Triazoles sobre ascosporas de M. fijiensis.-

Se observaron diferencias estadísticas altamente significativas para los niveles de los dos factores evaluados y para la interacción de ambos factores. El Coeficiente de Variación fue de 9.76%.
Los resultados de la prueba de Tukey al 5% de probabilidad mostraron la presencia de seis niveles de significancia entre los tratamientos (Tabla 13).
TABLA 13
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DEL TUBO GERMINATIVO DE ASCOSPORAS  DE M. fijiensis

	Tratamiento
	
[image: image9.wmf]x


(%inhibición)

	Ingrediente Activo
	Proporción PBO:Triazol*
	

	Bitertanol
	40:1
	72.04
	a

	Bitertanol
	30:1
	70.85
	a

	Bitertanol
	20:1
	63.58
	a

	Bitertanol
	10:1
	49.39
	
	b

	Propiconazol
	20:1
	47.74
	
	b

	Propiconazol
	30:1
	46.03
	
	b
	c

	Propiconazol
	40:1
	42.15
	
	b
	c
	d

	Propiconazol
	10:1
	37.27
	
	
	c
	d
	e

	Fenbuconazol
	30:1
	36.56
	
	
	
	d
	e

	Fenbuconazol
	40:1
	33.42
	
	
	
	d
	e

	Fenbuconazol
	20:1
	32.87
	
	
	
	
	e

	Fenbuconazol
	10:1
	22.27
	
	
	
	
	
	f

	*En función de una concentración base de Triazol equivalente a [0.1ppm]
Medias que comparten las mismas letras no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a p = 0.05 (
[image: image10.wmf]d
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=2.018)


Por otra parte, en el Análisis de Varianza del factor proporción de mezcla realizado para cada uno de los Ingredientes activos individualmente donde adicionalmente se realizó la comparación con el tratamiento testigo, se observaron diferencias estadísticas altamente significativas entre los niveles incluido el tratamiento testigo. Los Coeficientes de Variación estuvieron en niveles entre el 5% y el 12%.

En las pruebas de Tukey realizadas en estos análisis se distinguieron entre tres y cuatro niveles de significancia. En las pruebas desarrolladas con Fenbuconazol y Propiconazol, los tratamientos mezclados mostraron un porcentaje de inhibición menor que el testigo fungicida, mientras que en las pruebas con Bitertanol, al menos un tratamiento mezclado fue estadísticamente superior al control (Tablas 14).
TABLA 14 
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DEL TUBO GERMINATIVO DE ASCOSPORAS  DE M. fijiensis

	
	Ingrediente Activo

	
	Propiconazol
	Bitertanol
	Fenbuconazol

	Testigo
	58.81a
	65.90bc
	52.30a

	10:1
	37.27c
	49.39d
	22.27c

	20:1
	47.74b
	63.56c
	32.87b

	30:1
	46.03b
	70.85ab
	36.56b

	40:1
	42.15bc
	72.04a
	33.42b
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	1.33
	1.91
	2.33


Medias que comparten las mismas letras dentro de la misma columna no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a        p = 0.05.

Las curvas de respuesta de estos tratamientos se encuentran graficadas en el Anexo 2.

5.4 Efecto de Las mezclas PBO : Triazoles sobre conidias de M. fijiensis.- 

Se observaron diferencias estadísticas altamente significativas para los niveles de los dos factores evaluados y para la interacción de ambos factores. El Coeficiente de Variación fue de 14.97%. Los resultados de la prueba de Tukey al 5% de probabilidad mostraron la presencia de cuatro niveles de significancia entre los tratamientos (Tabla 15).

TABLA 15
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DE COLONIAS CULTIVADAS A PARTIR DE CONIDIAS DE M. fijiensis

	Tratamiento
	
[image: image12.wmf]x


(%inhibición)

	Ingrediente Activo
	Proporción PBO:Triazol
	

	Propiconazol
	30:1
	38.56
	a

	Bitertanol
	20:1
	36.80
	a

	Bitertanol
	10:1
	35.24
	a

	Fenbuconazol
	40:1
	34.98
	a
	b

	Fenbuconazol
	30:1
	34.88
	a
	b

	Bitertanol
	30:1
	34.71
	a
	b

	Bitertanol
	40:1
	32.23
	a
	b
	c

	Fenbuconazol
	20:1
	22.92
	
	b
	c
	d

	Propiconazol
	10:1
	22.36
	
	b
	c
	d

	Propiconazol
	20:1
	20.24
	
	
	c
	d

	Propiconazol
	40:1
	19.44
	
	
	
	d

	Fenbuconazol
	10:1
	18.09
	
	
	
	d

	Medias que comparten las mismas letras no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a p = 0.05 (
[image: image13.wmf]d
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=2.735)


Por otra parte, en el Análisis de Varianza del factor proporción de mezcla realizado para cada uno de los Ingredientes activos individualmente donde adicionalmente se realizó la comparación con el tratamiento testigo, se observaron diferencias estadísticas altamente significativas entre los niveles incluido el tratamiento testigo. Los Coeficientes de Variación estuvieron en niveles entre el 13% y el 16%.

En las pruebas de Tukey realizadas en estos análisis se distinguieron dos niveles de significancia. En este caso, en todos los ingredientes activos, por lo menos dos niveles de proporción superaron el efecto del testigo fungicida (Tabla 16).

TABLA 16 
	PORCENTAJES DE INHIBICIÓN PROMEDIO DEL CRECIMIENTO DE COLONIAS CULTIVADAS A PARTIR DE CONIDIAS DE M. fijiensis

	
	Ingrediente Activo

	
	Propiconazol
	Bitertanol
	Fenbuconazol

	Testigo
	18.07b
	8.61b
	25.27ab

	10:1
	22.36b
	35.24a
	18.09b

	20:1
	20.24b
	36.80a
	22.92b

	30:1
	38.56a
	34.71a
	34.88a

	40:1
	19.44b
	32.23a
	34.98a
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	2.89
	2.41
	2.46


Medias que comparten las mismas letras dentro de la misma columna no difieren entre sí según la Prueba de Tukey a        p = 0.05.

Las curvas de respuesta de estos tratamientos se encuentran graficadas en el Anexo 2.

5.5 Discusión.-
Como se puede observar en los resultados, en ningún tratamiento evaluado se ha podido notar que el PBO posea un efecto fungicida comparable con los efectos que los Triazoles poseen; esto a pesar de que en las evaluaciones con conidias obtuvo efectos muy superiores a los de estos últimos a bajas concentraciones, pero la evaluación efectiva de la actividad fungicida de un compuesto sobre M. fijiensis se realiza en base a los resultados obtenidos sobre ascosporas, debido a que esta es la estructura reproductiva de mayor importancia en el ciclo infeccioso de la enfermedad. 

De acuerdo con las directrices del Comité de Acción contra la Resistencia a los Fungicidas (FRAC), para que un fungicida Triazol sea considerado efectivo para el control de M. fijiensis, la CI50 debe encontrarse en niveles cercanos o inferiores a los 0.01ppm. De los fungicidas evaluados durante los ensayos, prácticamente todos se mantienen dentro de este rango o cercanos a el; no obstante, el PBO no se acerca siquiera a un valor de CI50 válido. Debido al tipo de interacción entre el Citocromo P-450 y el PBO se esperaba que este compuesto se comportara de forma similar a como lo hacen los Triazoles, sin embargo no lo hizo, y por medio de extrapolación se logró determinar que la máxima inhibición esperable producida por el PBO es del 43.7%. De forma que, si se considera al PBO como un compuesto relacionado con los Triazoles por su sitio de acción, no puede ser considerado efectivo de acuerdo a los resultados de los experimentos conducidos.

Por otra parte, cuando el PBO fue evaluado en mezclas con los fungicidas triazoles en ascosporas, una reducción de la efectividad de estos fue observada, con excepción de los tratamientos con Bitertanol, en dónde en una proporción 40:1 se observó un efecto superior estadísticamente diferente del tratamiento control. Es importante notar que los tratamientos con Bitertanol fueron todos estadísticamente distintos de los tratamientos con otros fungicidas.
La reducción en la efectividad de los triazoles al ser mezclados con PBO podría explicarse parcialmente por el Efecto Bifásico de este compuesto cuando interactúa con el Citocromo P-450
. Al poseer el PBO un efecto fungicida, aún cuando este se pequeño, se esperaría que en mezcla con otro fungicida la efectividad en conjunto se incrementara debido a una relación de aditividad; no obstante, debido a la Respuesta Bifásica del PBO, este primero inhibe la acción del Citocromo (en esta fase podría ser aditivo), pero después actúa como estimulante del mismo, pudiendo actuar como antagonista del fungicida.
Sin embargo, es interesante notar que la respuesta con el Bitertanol fue estadísticamente distinta a la observada con los demás fungicidas. En el caso del Fenbuconazol y Propiconazol, el máximo de inhibición obtenido con las mezclas se alcanzó en las proporciones 30:1 y 20:1, respectivamente, en ambos casos los porcentajes de inhibición representaban puntos máximos de la curva, con valores inferiores a ellos a ambos lados. Por otra parte, en el caso del Bitertanol la mayor inhibición se observó en la proporción de 40:1; sin embargo, no se podría definir el porcentaje de inhibición obtenido a este nivel como el valor máximo esperable, puesto que no se evaluaron proporciones superiores, de forma que existe la probabilidad de que el porcentaje de inhibición siga incrementándose y que el valor máximo de inhibición se exprese en proporciones superiores.
Lo antes mencionado permite plantear que la relación entre el efecto inhibidor y el efecto estimulante del PBO sobre el Citocromo genera efectos diferentes de acuerdo al compuesto fungicida con el cual se mezcla. 
Es importante notar que en las aplicaciones tradicionales del PBO como sinergista de los insecticidas, la fase estimulante no ejerce ninguna influencia en la efectividad total del insecticida, puesto que una vez que el PBO deprimió la actividad del Citocromo, el insecto no posee defensas metabólicas y para cuando el efecto estimulante se presente ya el insecticida habrá hecho su efecto. Por otra parte, la morfología y el metabolismo de los hongos es mucho más distinto, de forma que el hongo es capaz de sobrevivir a la inhibición inicial y beneficiarse de la estimulación subsiguiente, debido a que los sitios de acción se encuentran distribuidos de forma más dispersa en todo el micelio, y no concentrados en un solo sitio como en los insectos.
En los ensayos desarrollados con conidias, a pesar de no ser representativos para evaluar la efectividad fungicida sobre M. fijiensis, permiten obtener información adicional para reforzar la idea de la influencia de la Respuesta Bifásica sobre el comportamiento del PBO durante los ensayos. 

En los ensayos donde el PBO se evaluó solo, después de un efecto inhibitorio notablemente superior al de los triazoles, una fase estimulante se puso de manifiesto de forma también notoria.

Por otra parte, cuando fue evaluado en mezcla con los Triazoles, el efecto general fue estadísticamente semejante o superior al control fungicida, según el compuesto evaluado.  En este caso, las diferencias entre los efectos inhibitorios debidos a cada compuesto, a pesar de que existieron, no fueron tan notables como en el caso de las pruebas con ascosporas.
Finalmente, es importante notar que a pesar de algunos efectos superiores observados, la información obtenida no es suficiente para proyectar el uso efectivo de este compuesto para el control de hongos; es necesario evaluar una gran cantidad de factores adicionales para determinar efectos más específicos sobre distintos organismos, condiciones de experimentación y compuestos fungicidas asociados que permitan validar tales proyecciones. Hasta el momento, los resultados no demuestran  la existencia de alguna aplicación efectiva de este compuesto en el control de hongos como Mycosphaerella fijiensis.[image: image15.png]



� Ver Capítulo 3 sección 3.2
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