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IDENTIFICACIÓN Y SENSIBILIDAD IN VITRO A FUNGICIDAS

DEL AGENTE CAUSAL DE LA PODREDUMBRE DEL TALLO EN

PLÁNTULAS DE Eucalyptus cinerea EN MÉRIDA, VENEZUELA
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Introducción

En Venezuela, la importan-
cia de la producción de Euca-
lyptus cinerea, comúnmente
llamado eucalipto dólar de
plata, radica principalmente
en la gran demanda de sus
ramas y hojas para la prepa-
ración de arreglos florales, así
como el uso de las plantas
para la ornamentación de jar-
dines. La superficie plantada
en el área andina es cercana a

las 5ha, concentrándose en los
estados Mérida (3ha) y Truji-
llo (2ha); no obstante, la ma-
yor superficie se encuentra en
el estado Miranda, totalizando
para el país alrededor de
30ha.

La producción de plántulas
de E. cinerea se ha convertido
en un negocio rentable, debi-
do principalmente, a los altos
precios registrados en el mer-
cado por los productos obte-
nidos de esta especie. Dife-

rentes técnicas para la propa-
gación exitosa de la especie
han sido ensayadas; sin em-
bargo, la producción en tu-
betes bajo condiciones de in-
vernadero ha resultado hasta
ahora una de las más pro-
misorias.

En noviembre 2001 se de-
tectó una podredumbre en el
tallo del 5% de las plántulas
de E. cinerea producidas en
un invernadero experimental
de la Facultad de Ciencias
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Forestales y Ambientales de
la Universidad de Los Andes,
Mérida, Venezuela, donde las
condiciones del promedio de
temperatura y humedad relati-
va eran de 32ºC y 80%, res-
pectivamente. Los síntomas
iniciales fueron apreciados
como clorosis, flacidez y ne-
crosis del tallo (Figura 1), lo
cual resultaba en la muerte de
la plántula. Observaciones de
los signos y aislamientos pre-
liminares, permitieron identifi-
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res predisponentes en el desarrollo de la enfermedad fueron alta
temperatura (32ºC) y alta humedad relativa (80%). Pruebas de
patogenicidad confirmaron, por primera vez en Venezuela, la
patogénesis entre B. cinerea y E. cinerea. Se evaluó la sensibili-
dad in vitro de B. cinerea a los fungicidas Benomilo, Myclobuta-
nil, Azoxystrobin, Clorotalonil, Procloraz y Mancozeb. La mayor
sensibilidad ocurrió con Procloraz, el cual inhibió completamen-
te el desarrollo del hongo.

RESUMEN

En noviembre 2001 se detectó podredumbre en el tallo de
plántulas de Eucalyptus cinerea producidas bajo condiciones
controladas en invernadero de la Facultad de Ciencias Foresta-
les y Ambientales de la Universidad de Los Andes. La enferme-
dad mató 5% de las plántulas. Los síntomas iniciales se apre-
ciaron como clorosis, flacidez y, finalmente, necrosis. Las carac-
terísticas morfométricas de las estructuras reproductivas permi-
tieron identificar el patógeno como Botrytis cinerea Pers.: Fr.
[teleomorfo Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel]. Los facto-

SUMMARY

On November 2001 a stem rot disease was detected on
Eucaliptus cinerea seedlings grown under controlled conditions
in a greenhouse at the Faculty of Forestry and Environmental
Sciences of the Universidad de Los Andes, Merida, Venezuela.
The disease killed 5% of the seedlings. Initial symptoms were
appreciated as chlorosis, flabbiness and, finally, necrosis. The
morphometric characteristics of reproductive structures allowed
the identification of the pathogen as Botrytis cinerea Pers.: Fr.
[teleomorph of Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel]. The

predisposing factors in the disease development were high
temperature (32ºC) and high relative humidity (80%).
Pathogenicity tests confirmed, for the first time in Venezuela, the
pathogenesis between B. cinerea and E. cinerea. In vitro
sensitivity tests were carried out to evaluate the sensitivity of B.
cinerea to the fungicides Benomyl, Myclobutanil, Azoxystrobin,
Clorotalonil, Prochloraz and Mancozeb. The highest sensivity
occurred with Prochloraz, which completely inhibited fungal
growth.
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RESUMO

Em novembro de 2001 se detectou podridão no caule de
plântulas de Eucalyptus cinerea produzidas sob condições con-
troladas em invernadouro da Faculdade de Ciências Florestais e
Ambientais da Universidade de Los Andes. A enfermidade matou
5% das plântulas. Os sintomas iniciais se apreciaram como
clorosis, flacidez e, finalmente, necroses. As características mor-
fométricas das estruturas reprodutivas permitiram identificar o
patógeno como Botrytis cinerea Pers.: Fr. [teleomorfo Botryoti-
nia fuckeliana (de Bary) Whetzel]. Os fatôres predisponentes  no

desenvolvimento da enfermidade foram, alta temperatura (32ºC)
e alta umidade relativa (80%). Provas de patogenesias confirma-
ram, por primeira vez na Venezuela, a patogêneses entre B.
cinerea e E. cinerea. Se avaliou a sensibilidade in vitro de B.
cinerea aos fungicidas Benomilo, Myclobutanil, Azoxystrobin,
Clorotalonil, Procloraz e Mancozeb. A maior sensibilidade ocor-
reu com Procloraz, o qual inibiu completamente o desenvolvi-
mento do fungo.

car, tentativamente, como po-
sible agente causal de la en-
fermedad a un hongo del gé-
nero Botrytis.

Debido a la importancia
que tiene el género Botrytis
como causa de enfermedades
en una amplia variedad de
cultivos agrícolas, se han rea-
lizado numerosos estudios
acerca de la identificación y
epidemiología de las especies
asociadas con estas patolo-
gías, así como en el control
de las epifitias. Sin embargo,
en especies de plantas foresta-
les y, particularmente en eu-
caliptos, la información sobre
enfermedades causadas por
estos hongos es escasa (Mittal
et al., 1987).

Por mucho tiempo y en di-
ferentes partes del mundo,
Botrytis spp. han representa-
do un obstáculo para la pro-
ducción de numerosos culti-
vos (Rosslenbroich y Stue-
bler, 2000). Tradicionalmente,
el control químico se ha uti-
lizado en el combate de en-
fermedades causadas por es-
tos hongos, lo cual, en algu-
nos casos, ha inducido el de-
sarrollo de razas resistentes
a diferentes fungicidas (Rup-
pel et al., 1980; Whiteside,
1980; Chiba y Northover,
1988; Hilber y Hilber-Bod-

mer, 1988; McGrath et al.,
1996).

El presente estudio tuvo
como finalidad identificar, a
nivel de especie, el agente
causante de podredumbre en
el tallo de plántulas de E.
cinerea, así como evaluar in
vitro su sensibilidad a seis
fungicidas comerciales.

Materiales y Métodos

Aislamiento e identificación

Para los aislamientos se uti-
lizaron plántulas de Eucalip-
tus cinerea F. J. Muell. ex
Benth con síntomas de podre-
dumbre en el tallo, colectadas
de los invernaderos de la Fa-
cultad de Ciencias Forestales
y Ambientales de la Universi-
dad de Los Andes en Mérida.
De la interfase tejido sano -
tejido enfermo, se selecciona-
ron fragmentos de aproxima-
damente 2mm2 que fueron la-
vados por 10min con agua
corriente, desinfestados super-
ficialmente por 5min en solu-
ción 0,5% de hipoclorito de
sodio, lavados varias veces en
agua destilada estéril (ADE),
secados con papel absorbente
estéril y sembrados aséptica-
mente en placas de agua-agar
2% acidificado a pH 6 con

ácido láctico (AAA). Las pla-
cas fueron incubadas a 25
±2ºC en oscuridad. Los culti-
vos emergentes se purificaron
por transferencia de ápices
hifales a placas de papa-dex-
trosa- agar (PDA; Difco). Los
conidios fueron montados en
formalina al 4% y observados
en un microscopio Zeiss
Axioplan. La identidad de la
especie de Botrytis se estable-
ció comparando las caracterís-
ticas morfométricas de las es-
tructuras del patógeno aislado
con las reportadas en la lite-
ratura de la especialidad (El-
lis, 1971, 1976).

Pruebas de patogenicidad

Para evaluar la patogenici-
dad del hongo se inocularon
plántulas sanas de E. cinerea
producidas bajo condiciones
de invernadero en tubetes
plásticos con mezcla estéril
de cascarilla de arroz quema-
do, residuo de cachaza y ba-
gazo. Veinte plántulas fueron
inoculadas con una solución
conidial de 4,6x104 conidios/
ml mediante aspersión de la
parte aérea. Ocho plántulas
testigos fueron tratadas con
ADE solamente. El cultivo
utilizado para la inoculación
creció en medio PDA durante
15 días en oscuridad a 25
±2ºC. Las plántulas inocula-
das se sometieron a condicio-
nes de humedad relativa cer-
cana al 100%, manteniéndolas
cubiertas con bolsas de plásti-
co transparente durante el
transcurso de las pruebas. Se
realizaron observaciones dia-
rias del desarrollo de los sín-
tomas, así como reaislamien-
tos para confirmar el cumpli-
miento de los postulados de
Koch.

Pruebas de sensibilidad a
fungicidas

Se evaluó la sensibilidad
del patógeno a seis fun-
gicidas, de los cuales tres es-
tán registrados como sisté-
micos: Benomilo (1500ppm),
Myclobutanil  (200ppm) y
Azoxystrobin (500ppm), y
tres como protectivos: Clo-
rotalonil (2000ppm), Manco-
zeb (2500ppm) y Procloraz
(3000ppm). El inóculo de
Botrytis utilizado en las prue-
bas de sensibilidad fue produ-
cido durante 72h en PDA, en
incubadora a 25 ±2ºC y total
oscuridad. Discos de agar-mi-
celio de 0,6cm de diámetro se
colocaron en el centro de pla-
cas de PDA enmendado con
el fungicida correspondiente.
El fungicida fue incorporado
al medio después que este ha-
bía sido esterilizado en auto-
clave y antes de ser vaciado a
placas plásticas desechables.
Las placas fueron incubadas
en oscuridad a 25 ±2ºC. Se
utilizaron 5 repeticiones por
tratamiento y 5 testigos que
contenían únicamente PDA.
Las variables evaluadas fue-
ron la tasa de crecimiento mi-
celial y la capacidad de espo-
rulación (Carrero y Cedeño,
2001).

Resultados y Discusión

Aislamiento e identificación

De plántulas con síntomas
de podredumbre en el tallo se
aisló un hongo del género
Botrytis, el cual produjo in
situ conidios ovales de color
marrón pálido y de 11,5 x
6,9µm (10,0-12,5 x 6,5-
8,0µm). Cuando el hongo fue
cultivado en PDA durante 13

Figura 1. Podredumbre del tallo de Eucaliptus cinerea, causado por
Botritis cinerea.
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días en total oscuridad formó
colonias de color blanco a
blanco grisáceo y conidios (Fi-
gura 2) de 16,2 x 8,2µm
(12,0-21,0 x 7,0-11,0µm). El
análisis comparativo de las ca-
racterísticas morfométricas con
las correspondientes a las 16
especies más importantes del
género Botrytis, permitió iden-
tificar el hongo en estudio
como Botrytis cinerea Pers.:
Fr. [teleomorfo Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel],
coincidiendo con los rangos
dimensionales y sus caracte-
rísticas (Mittal et al., 1987;
Ellis, 1971, 1976).

Desde el punto de vista del
número de especies de plantas
susceptibles y las dificultades
para su control, B. cinerea es
el más importante represen-
tante dentro de este género.
B. cinerea ha sido relacionado
con problemas de enfermeda-
des en algunas especies fores-
tales, causando principalmente
podredumbre de la raíz en
Pinus banksiana Lamb., P.
ponderosa Laws., P. resinosa

Ait.; tizón y mortalidad en
plántulas de Abies spp.,
Cupressus macrocarpa Gord.,
C. Semperverens L., Picea
spp., Pinus radiata D. Don.,
P. resinosa Ait., P. virginiana
Will. (Mittal et al., 1987) y,
particularmente, en eucaliptos,
en los cuales ha sido asociado
con tizón en tallos, brotes y
hojas jóvenes de Eucalyptus
viminalis Labill. (Ghini y
Kruner, 1981), Eucalyptus
grandis W. Hill ex Meiden
(Souza y Ferreira, 1999) y
Eucalyptus spp. (Mittal et al.,
1987). Botrytis alli Munn.
Igualmente ha sido relaciona-
do con patologías en semillas
de coníferas (Mittal et al.,
1987).

Pruebas de patogenicidad

Todas las plantas inocula-
das con B. cinerea desarrolla-
ron los mismos síntomas ob-
servados en las plántulas in-
fectadas naturalmente. Los
síntomas comenzaron a mani-
festarse a las 48h después de

la inoculación (ddi); las plán-
tulas presentaban lesiones
cloróticas en la parte afectada
del tallo, las cuales posterior-
mente, se tornaron de color
marrón claro. Las lesiones
necróticas aparecieron 7 días
ddi, especialmente en las
áreas cercanas al punto de in-
serción del pecíolo. Los testi-
gos no manifestaron ningún
síntoma durante el transcurso
del estudio.

La presencia de alta hume-
dad relativa fue determinante
para el éxito de las pruebas
de patogenicidad, esto lo evi-
dencia el hecho de que el de-
sarrollo de infección sólo se
logró cuando las plantas fue-
ron sometidas a humedad cer-
cana al 100%. Otros investi-
gadores también han vincula-
do condiciones de humedad
relativa y temperaturas altas,
con el desarrollo de enferme-
dades causadas por B. cinerea
(Paterson et al., 1988; Zhang
et al., 1994; Von Stovasser y
Ferreira, 1997; Souza y Fe-
rreira, 1999).

Pruebas de sensibilidad
a fungicidas

Los promedios (±DE) de la
velocidad de crecimiento mi-
celial in vitro de B. Cinerea
tratados con los diferentes
fungicidas se presenta en la
Figura 3. Mediante el análisis
de la varianza se detectaron
diferencias altamente signifi-
cativas (P<0,01) en la veloci-
dad del crecimiento micelial
de B. cinerea. La prueba de
media aplicada (LSD, 5%),
separó los tratamientos en 4

grupos; en el primero se ubi-
caron los productos más efec-
tivos en la inhibición del cre-
cimiento micelial, los cuales
fueron (mm/día): Procloraz
(0,0) y Myclobutanil (0,13);
en el segundo grupo Clorota-
lonil (0,94) y Mancozeb (2,4),
en el tercero Azoxystrobin
(6,84) y Benomilo (7,22) y en
el cuarto el testigo (15,58).

En lo que respecta a la in-
hibición de la esporulación,
los tratamientos que mostra-
ron mayor eficiencia fueron
Procloraz, Clorotalonil y
Benomilo, los cuales inhibie-
ron totalmente la producción
de conidios. En el tratamiento
con Mancozeb ocurrió muy
baja esporulación, mientras
que en los correspondientes a
Azoxystrobin, Myclobutanil y
el testigo, la producción de
conidioforos y conidios fue
abundante.

De acuerdo a los resulta-
dos, Procloraz fue el fungici-
da al cual la cepa investigada
de B. cinerea presentó mayor
sensibilidad. Este producto
inhibió totalmente el creci-
miento del hongo. En líneas
generales, las moléculas más
nuevas como Myclobutanil y
Azoxystrobin, mostraron esca-
sa o ninguna capacidad de in-
hibir el crecimiento y la espo-
rulación in vitro del patógeno.
Los Benzimidazoles como el
Benomilo son moléculas tra-
dicionalmente utilizadas para
el control de enfermedades
causadas por hongos del gé-
nero Botrytis, pero en muchos
casos el hongo ha desarrolla-
do resistencia (Ghini y
Kruner, 1981; Chiba y North-

Figura 3. Velocidad promedio (mm/día) del crecimiento micelial in
vitro de Botrytis cinerea, tratado con seis diferentes fungicidas. Las
líneas indican la desviación estándar.

Figura 2. Conidióforos y conidios de Botrytis cinerea en plántulas
inoculadas.
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over, 1988; Hilber y Hilber-
Bodmer, 1988). Los resulta-
dos obtenidos en este estudio
evidencian que aunque B.
cinerea perdió la capacidad
de esporulación en el medio
con Benomilo, el hongo fue
capaz de desarrollar abundan-
te crecimiento micelial.

La enfermedad que afectó y
mató plántulas de E. cinerea
es causada por el hongo B.
cinerea. Aunque el porcentaje
(5%) de muerte de las plántu-
las puede considerarse bajo,
esta es la primera vez que, en
Venezuela, se asocian ambas
especies estableciendo una re-
lación patológica. El fungici-
da Procloraz inhibe eficiente-
mente el desarrollo in vitro de
B. Cinerea, pudiendo ser utili-
zado y evaluado en el control
de la enfermedad bajo condi-
ciones de invernadero.
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