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RESUMEN

Este trabajo de investigacién inici6 de la pregunta de si se produce
inhibicién en el crecimiento del hongo patégeno Botrytis fabae con el uso de
liposomas y nanoparticulas de azufre. El objetivo fue explicar como utilizando
concentraciones 0,001 M de nanoparticulas de azufre encapsulado en liposomas
de fosfatidilcolina en mezclas de limoneno y octanol, actian sobre el cultivo in vitro
del hongo Botrytis fabae. Durante esta investigacién se obtuvieron nanoparticulas
de azufre. Se demostré que la fosfatidilcolina abarcaba azufre y forma liposomas.
Asi mismo se identific6 el hongo Botrytis fabae por el cultivo in vitro. La
impregnacion de los discos se realizé inmediatamente en la siembra del hongo y
se detecto la inhibicion completa por el componente octanol- fosfatidilcolina con
nanoparticulas de azufre usados en la sintesis de los liposomas, con una
sensibilidad alta de un radio de 45 mm y sin efecto por los liposomas de
fosfatidilcolina con limoneno. Comparado con el tratamiento del producto comercial
carbendazim, el cual formé un halo de inhibicion de 17 mm de radio que
corresponde a una sensibilidad intermedia. Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar (DCA) y el método de sensibilidad en disco.

Palabras claves: Liposomas. Azufre. Nanoparticulas. Botrytis fabae. Vicia faba.
Fosfatidilcolina.

ABSTRACT

This research work initiated the question of whether inhibition in the growth
of the pathogenic fungus Botrytis fabae occurs with the use of sulfur liposomes and
nanoparticles. The objective was to explain how using concentrations of 0.001 M
sulfur nanoparticles encapsulated in phosphatidylcholine liposomes in mixtures of
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limonene and octanol, act on the in vitro culture of the fungus Botrytis fabae.
During this investigation sulfur nanoparticles were obtained. Phosphatidylcholine
was shown to encompass sulfur and form liposomes. Likewise, the Botrytis fabae
fungus was identified by in vitro culture. The impregnation of the discs was
performed immediately in the seeding of the fungus and the complete inhibition by
the octanol-phosphatidylcholine component was detected with sulfur nanoparticles
used in the synthesis of the liposomes, with a high sensitivity of a radius of 45 mm
and without effect by liposomes of phosphatidylcholine with limonene. Compared to
the treatment of the commercial product carbendazim, which formed an inhibition
halo of 17 mm radius corresponding to an intermediate sensitivity. A completely
randomized experimental design (DCA) and disc sensitivity method were used.

Keywords: Liposomes. Sulfur. Nanoparticles. Botrytis fabae. Vicia faba.
Phosphatidylcholine

1. INTRODUCCION

La planta del haba, Vicia faba, originaria de la cuenca mediterrdnea e
introducida en el pais, es importante en la alimentacion de la poblacion
ecuatoriana (FAO, 2016), con impacto en la producciéon econémica equivalente al
10 % producto interno bruto (Lucero, 2014), siendo afectada por un hongo
patégeno conocido como Botrytis fabae y Botrytis cinerea, responsables de la
enfermedad que provoca la pudriciébn de las hojas, tallos, granos y vainas
(SYNGENTA, S.f) El dafio a nivel de las hojas se caracteriza por unas manchas de
color café rojizo también conocida como mancha chocolate (Lucero, 2014). Entre
las alternativas de tratamiento que se suministra es el manejo de agroquimicos,
cuyos principios activos para combatirlos son el tretracloroisoftalonitrito,
dicarboxilamida y procymidone, carbendazim y benzimidazol, benomil (Peralta,
1998). La empresa Bioquirama soluciones de origen colombiana ha desarrollado
pruebas de sensibilidad en disco con algunos principios activos contra Botrytis sp
como el carbendazim y reporta baja sensibilidad a este principio activo
(Bioquirama, S.f) En general deben ser utilizados con precaucion. Para el caso de
tretracloroisoftalonitrito es toxico e irritante al ser inhalado y en contacto con los
ojos, tiene efectos letales para los peces y hay poca evidencia de ser teratégeno
(Ecuaquimica, S.f)

Por otra parte la lecitina de soya o fosfatidilcolina es obtenida de la planta
Glicyne max, muy rica en fosfatidil colina, fosfatidil serina, fosfatidil inositol,
utiizada en la industria alimenticia, farmacéutica (Moreno, 2018), por varias
propiedades benéficas tales como su contenido en acidos grasos omega linoleico
y linolénico (Tamargo etal.,, 2011). Son sus fosfolipidos los que estan en
capacidad de dar lugar a la formacion de estructuras membranosas artificiales que
tienen un bicapa lipidica y en su interior moldean un compartimento acuoso idéneo
para albergar principios activos. Se ha planteado como problema que el azufre es
un conocido no metal que tiene propiedades antimicéticas y hay otros elementos
como la plata con capacidades parecidas . Para poder utilizarlo en una escala
nanométrica se lo hace reaccionar de manera que se sintetiza nanoparticulas de
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azufre (Robles, et al., 2019), existe evidencia que el azufre es téxico junto con
alcaloides contra F. oxysporum (Arguelles, 2019) . Luego el azufre es introducido y
transportado en liposomas de fosfolipidos (Berg, Stryer, & Tymoczko, 2007). La
lecitina de soya en mezclas con octanol y un derivado sintético de limoneno se
utilizan en la preparacion, debido a que se requiere de solventes organicos
(Lopez, s/f). Posteriormente de conocer que efectivamente existen liposomas que
envuelven azufre se demuestra su efecto en un cultivo in vitro del hongo aislado
de Botrytis fabae (Soria, 2015).

El objetivos general de este proyecto es determinar la accion que produce
concentraciones de nanoparticulas de azufre encapsulado en liposomas de
fosfatidilcolina, aplicado al cultivo in vitro del hongo Botrytis fabae. Obtener las
nanoparticulas de azufre de tamafio y caracteristicas adecuadas. Demostrar el
encapsulamiento de las nanoparticulas de azufre en los liposoma de
fosfatidilcolina.  Aislar e identificar el hongo Botrytis fabae cultivado in vitro.
Constatar las consecuencias de la aplicacion de los liposomas de azufre en cultivo
in vitro del hongo.

2. METODOLOGIA

2.1 Preparacion de nanoparticulas de azufre

En un matraz erlenmeyer se afiadié un tampé6n formado de acetato de
sodio y &cido acético a una concentracion 0,001 M, utilizando 1 mL de este
preparado a un pH de 4. En la solucién anterior se junté 1 mL de acido clorhidrico
al 1 %. Se agregd finalmente 23 mL de tiosulfato de sodio 0,001 M,
pentahidratado. Se dejé 1 hora de tiempo para que se produzca la reaccién y
libere nanoparticulas de azufre. La medida del pH de la mezcla mostraba un valor
de 3.7.

2.2 Preparacién de la muestra para la observacion al microscopio
electronico TEM:

En un ependor se lo lleno con la solucién de nanoparticulas de azufre
preparado a partir de tiosulfato de sodio 0,001 M. En otro ependor lo llenamos de
los liposomas de azufre/octanol-lecitina (S/O.L) y octanol-lecitina/azufre (O.L/S)
que han sido incorporados con las nanoparticulas de azufre para ser observados
al microscopio electronico de barrido TEM. En un ependor adicional lo llenamos
con la solucion de limoneno-lecitina de soya/ nanoparticulas de azufre (L.L/S) y
S/L.L. Asi se envia para que sean analizadas en TEM.

2.3 Preparacion de liposomas de octanol

Basado en el método de obtencion de liposomas unilaminares o método
de REV (Ortiz, 2015), se pesoO lecitina de soya comestible. Se afiadié a un vaso
con octanol y se disolvié, la mezcla obtenida fue transparente de color amarillento
al 1,2 %. Luego en un balén contendra la mezcla de octanol-lecitina mas solucién
de tiosulfato de sodio en una relacidon entre nanoparticulas de azufre /octanol-
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lecitina de soya (S/O.L). En el otro balén de solucién de nanoparticulas de azufre
en solucién acuosa se mezcla octanol — lecitina (O.L/S).

2.4 Preparacion de liposomas de limoneno

Se peso la lecitina de soya comestible, se afiadié a un vaso con limoneno
y se lo disolvié, la mezcla obtenida fue transparente de color amarillento al 1,2 %.
Luego en un balén contuvo la mezcla de limoneno-lecitina mas solucion de
tiosulfato de sodio en una relacion entre nanoparticulas de azufre /limoneno-
lecitina de soya (S/L.L). En el otro balén de soluciéon de nanoparticulas de azufre
en solucién acuosa se mezcl6 limoneno —lecitina/azufre (L.L/S).

Las muestras de nanoparticulas de azufre y liposomas se enviaron las
preparaciones para que sean analizadas en TEM.

2.5 Crecimiento in vitro del hongo Botrytis fabae

Se sembrd Botrytis fabae a partir de un medio de agar papa dextrosa
(PDA), donde fue previamente aislado e identificado por la observacion al
microscopio éptico.

Al mismo tiempo del medio de cultivo de B. fabae antes mencionado se lo
replico en 39 cajas Petri de PDA. En pruebas exploratorias el hongo de Botrytis
fabae crecié del cuarto al séptimo dia de incubacion.

2.6 Probar la sensibilidad del hongo frente alos liposomas

Se utilizé el método Kirby-Bauer en el que se tomd una porcién de muestra
del cultivo de Botrytis fabae con un hisopo y este se deposité en agua destilada,
se afadi6 los discos impregnados con los componentes por separado que
conforman los liposomas y sus mezclas inmediatamente después efectuar la
siembra de Botrytis fabae. El proceso se produjo en condiciones de esterilidad. La
tabla 1 siguiente expresa la interpretacién necesaria.

Tabla 1
Tabla interpretativa de la prueba de sensibilidad (Técnica de KirbyBauer)

Clasificacion de interpretacion Interpretacion

Si el radio del halo es mayor a 9 mm

Positivo ( diametro mayor a 18 mm)

Si el radio del halo es de 6-9 mm
(diametro entre 12-18 mm)
Si el radio del halo es inferior a 6 mm
(diametro inferiora 12 mm)

Actividad intermedia

Negativo (sin actividad)

Fuente: Rodriguez Cavallini Evelyn et al., 2005

2.7 Disefio experimental

El método que se empled fue el (DCA). Es una investigacion explicativa,
que analizo el efecto del azufre nanoencapsulado en vesiculas lipidicas frente a un
hongo Botrytis fabae. Las sustancias usadas en los tratamientos se describen en
la tabla 3, tomando de manera constante veinte microlitros de cada uno.
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Se plante6 como hip6tesis nula que todos los tratamientos producen
inhibicion del crecimiento de Botrytis fabae. El paquete estadistico utilizado fue el
infostat que permitié la implementacion de las pruebas de analisis de varianza y de
comparaciones entre tratamientos con la prueba estadistica de Duncan.

3. RESULTADOS

3.1 Sintesis de las nanoparticulas de azufre tamponado

Se desarroll6 la sintesis de nanoparticulas de azufre utilizando el tiosulfato
de sodio, con &cido clorhidrico y un tampén. Se analizaron las muestras de las
preparaciones a través de DLS y TEM donde se verifico el tamafio de particula de
11 nandmetros. Se obtuvo las imagenes de las nanoparticulas de azufre, como
presenta la figura 1.

Figura 1: El azufre se observa de color negro. Los diametros de 11 nanémetros.
Imagen tomada por TEM

3.2 Sintesis de liposomas a partir de lecitina de soya y octanol con
nanoparticulas de azufre

El andlisis TEM (Microscopia electrénica de transmisién), permito distinguir
que a partir de la lecitina de soya comercial se sintetizo las estructuras artificiales
de liposomas que han pasado por un proceso de sonicacion y cuyo tamafio fue de
30 nanometros incorporando nanoparticulas de azufre. Se divisa como
unilamelares y se notan en las imagenes de la figura 2.

TEREST, sp 83 Y Ay -

Figura 2: liposoma de lecitina de soya. Se muestra estructuras esféricas de unos
treinta nanémetros, caracteristico de los liposomas
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3.3 Sintesis de liposomas a partir de lecitina de soya y el sintético
de limoneno con nanoparticulas de azufre.

Al analizar con TEM la imagen presento estructuras esféricas constituidas
por lecitina de soya utilizando el sintético de limoneno como disolvente. Los
tamafios oscilan entre 17 a 30 nanémetros que es captado en las imagenes de la
figura 3.

.

Figura 3: Liposomas de lecitina de soya. Esta imagen muestra a una estructura
esférica.

3.4 Analisis del tamafo de las estructuras de liposomas de lecitina
de soya con octanol y sintético de limoneno usando DLS
(Dispersion de luz dinamica).

El histograma presento un tamafio promedios de 16,2 nanémetros. El
histograma se elaboré en funcion del estudio de dieciséis imagenes seleccionadas
y sus resultados son expuestos en la figura 4.

Size (nm)

a) b)

Figura 4: a) Histograma por DLS de liposomas donde se observan los siguientes
resultados: el promedio de los SO-L: 4,4nm std de los SO-L: 1,4nm; liposoma 2:
promedio=17,9nm, std=3,9n; liposoma 3: promedio=15,0nm, std=3,6nm. b)
Histograma de liposomas donde se observa: liposoma 2+3: promedio=16,2nm,
std=3,9nm

3.5 Crecimiento in vitro del hongo Botrytis fabae

A los siete dias luego de la siembra de Botrytis fabae se produjo un
notable desarrollo del hongo. La colonia macroscopica es miceliar blanquecina
hacia el exterior y negruzca hacia el interior. Son colonias inicialmente de color
café claro y con el tiempo se vuelven parduzcas. La observacion al microscopio
Optico de una muestra del cultivo permitid diferenciar las estructuras tipicas de
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Botrytis fabae donde se observa el micelio, los conidiéforos y conidias y se pudo
evidenciar en laimagen de la figura 5 y 6.

Figura 5: Crecimiento in vitro de Botrytis fabae en medio PDA

Figura 6: Botrytis fabae observado con 40x donde se
Identifica el micelio, los conidi6foros y conidias

3.6 Sensibilidad del hongo frente a los liposomas

Se realizaron ensayos de trece tratamientos y tres repeticiones utilizando
los componentes que forman los liposomas por separado y sus respectivas
mezclas aplicando (DCA), siendo la variable de respuesta la accion sobre el cultivo
del hongo Botrytis fabae revelado en las imagenes 1, 2, 3, 4.

1 2 3 4,

Figura 7: Fotografias del cultivo in vitro de Botrytis fabae. 1) Es la inhibicién
producida por el tratamiento cuatro de octanol donde el radio de inhibicion es de
45mm de sensibilidad positiva. 2) Es el tratamiento de la mezcla octanol lecitina
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cuya sensibilidad es positiva con un radio de 45 mm. 3) Es el tratamiento ocho de
liposomas de mezcla de octanol lecitina y 20 uL solucién de azufre elemental
produciendo una sensibilidad positiva de 45 mm de radio. 4) Es el tratamiento
doce usando el producto carbendazim y obteniendo una sensibilidad intermedia de
17 mm de radio.

La siguiente tabla 2 arroja los datos del analisis de varianza usando el programa
estadistico infostat.

Tabla 2
Analisis de la varianza de los tratamientos y respuestas en el desarrollo del cultivo
in vitro de Botrytis fabae

Variable N Rz R2 Aj cv
Inhibicién 39 1,00 1,00 5,94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

EaWis sc gl CM F p—valor
Modelo. 15231,58 12 1269,30 2357,27 <0,0001
Tratamientos 15231,58 12 1269,30 235%7;27 <0,0001
Error 14,00 26 0,54
Total 15245,58 38

Test :Duncan Alfa=0,05
Eryror: 0,959385 gil: 26
Tratamientos Medias n E.E.

7 0,00 3 0,42 A

5 0,00 3 0,42 R

3 0,00 3 0,42 A

2 0,00 3 0,42 A

3 0,00 3 0,42 A

10 0;00 3 0,42 a

i 0,00 3 ©;42 A

S 0,00 3 0,42 A

o T,i00 S 0,482 &

12 17,00 3 0,42 B

a 47,50 3 0,42 c
6 47,50 3 0;42 c
8 47,50 3 0,42 é

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

El p valor es 0,0001 para los tratamientos siendo menor a p — valor 0,05
por lo que se rechazé la hipétesis nula y se acepté la hipétesis alternativa de que
si existe diferencias significativas entre los tratamientos. El coeficiente de variacion
de 5,94% es una buena medida al ser un valor bajo y encontrarse hasta el 10% y
quiere decir que en el ensayo los datos de respuesta obtenidos muestran mayor
homogeneidad en los valores. Conforme al andlisis de varianza los tratamientos #4
de octanol, #6 mezcla de octanol-lecitina de soya, #8 mezcla de octanol -lecitina y
20 uL solucién de nanoparticulas de azufre, con una respuesta de halo de 45,7
mm de radio que es practicamente una inhibicién total en crecimiento del hongo
Botrytis fabae son calificados con la letra C y tienen una sensibilidad positiva. El
tratamiento 12 compuesto de carbendazim con 0.0625 mg y tomando 20 uL,
provoca una respuesta de sensibilidad intermedia con un radio de inhibicion de 17
mm y es el que normalmente se usa como tratamiento del hongo Botrytis fabae y
se lo representa con la letra B. Los tratamientos 1, 3, 2, 5, 9, 13, 11, 10, son de
sensibilidad negativa como por ejemplo la solucién de tiosulfato de sodio 0,001 M
o0 el 4cido clorhidrico al 1 % en los que hay ausencia de formacion de halo y gran
crecimiento del hongo Botrytis fabae y es representado por la letra A. Observar los
resultados en las tablas 2 y 3.
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Tabla 3
Resumen de la respuesta de los tratamientos y los radios de inhibicién provocados
en el desarrollo de Botrytis fabae

Repeticiones y medida del radio de|
Tratamiento Composicién inhibicién en milimetros Sensibilidad
I 1Ll 1]
Solucion de tiosulfato de sodio 0.001M
1 0 0 0 Negativo
2 Aclido clorhidrico al 1% 0 0 0 Negativo
3 Solucion de acidos acético 0.001M 0 0 0 Negativo
4 Octanol 47.5 47.5 47.5 Positivo
Sintetico de limoneno 0 0 0 Negativo
Mezcla de octanol Hecitina de soya 47.5 475 47.5 -
6 Positivo
Mezcla del sintético de limoneno vy 0 0 0
7 lecitina de soya Negativo
Mezcla de octanol lecitina + 20 uL|
solucion de nanoparticulas de azufre. 47.5 475 47.5 .
8 Positivo
Mezcla octanol lecitina 20 uL en 3 0 0
solucién de nanoparticulas de azufre.. i
9 Negativo
Mezcla de sintético de limoneno y
lecitina de soya con 20 uL solucion de 0 0 0
10 nanoparticulas de azufre. Negativo
Mezcla de sintético de limoneno y
lecitina de soya en soluciéon de 0 0 0
1" nanoparticulas de azufre. Negativo
12 Solucién carbendazim 17 19 15 Intermedio
13 Agua destilada 0 0 0 Control

Fuente: El autor

as,
2,

)inhibition radius (mm)

Inhibition produced by treatment applied to the in vitro culture of Botrytis fabae

Treatments

9.
a
28
s I
00+ - - S -
s 3 1] 5 3 7 1 s 10 1 12

Figura 8. Se observa los tratamientos los cuales han provocado una sensibilidad
positiva inhibiendo el desarrollo de Botrytis fabae en las barras de color rojo. Los
demas tratamientos son de sensibilidad negativa.

Nota: Los tratamientos se designan con las letras T y el nimero correspondiente.

4. DISCUSION

El tratamiento de los liposomas sintetizados de la mezcla octanol-lecitina
de soya y nanoparticulas de azufre en concentraciéon 0.001M, utilizando veinte
microlitros son altamente efectivas contra el hongo Botrytis fabae debido a que en
su sintesis se utiliza el octanol.
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El octanol tiene el propésito de disolver la lecitina de soya y es un
componente principal de la mezcla para la sintesis de los liposomas, siendo el
responsable de ese efecto de impedir el desarrollo de Botrytis fabae, se deduce
porque ocurre el mismo hecho cuando se utiliza 20 uL del octanol exclusivamente,
cuyo nivel de apariciéon del radio de inhibicién es idéntico para ambos tratamientos,
con un valor de cuarenta y cinco milimetros. Existe una patente declarada en
organizacién mundial de propiedad intelectual WIPO donde se indica la numero
291. (MXPA/a/2003/003648) referida a una mezcla que contiene octanol y es
mencionada como formulaciones auxiliares agroquimicas para plagas (Patent
Num. PA/a/2003/003648, 2005).

Otro trabajo propone la utilizacién de lecitina de soya empleando el alcohol
etilico como disolvente para formar liposomas vacios (Gonzalez, 2014). En el
presente estudio cuando se prob6 con alcohol etilico el nivel de disolucion fue
poco eficiente debido a que se comporta por su polaridad semejante al agua
(Fernandez, s/f).

En otro estudio utilizan lecitina para la formacion de liposomas con el
propdsito de englobar el hierro 1l congelando y descongelando la suspension
lecitina, en nuestro método se logra la formacién sin someter a congelacién a la
suspension de fosfoglicérido (Haguer, 1996).

La evidencia vislumbra que los liposomas formados por el sintético de
limoneno, lecitina de soya y nanoparticulas de azufre en concentracién 0.001M, no
tienen accion inhibitoria en el crecimiento del hongo. El limoneno es un tipo de
terpeno y estos terpenos son degradados por Botrytis cinerea en racimos de uva
hasta compuestos que han disminuido en sus propiedades aromaticas y asi
avanzar en su ataque (Togores, s/f). Al ser variedades muy cercanas con Botrytis
fabae podria ser la razén de nula actividad inhibitoria de su desarrollo.

La hipotesis de que al menos un tratamiento utilizando liposomas es
significativo frente al crecimiento de Botrytitis fabae se adopta en el trabajo. Es
interesante por otra parte que el tamafio de los liposomas fluctué entre 17 a 25
nanémetros y se los aprecia como unilaminares coincidiendo con las dimensiones
propuestas en otro estudio de 25 a 50 nm cuando en la técnica se ha sometido
bésicamente a ultrasonicacion (Lopez, s/f).

Se sintetizan las nanoparticulas de azufre a partir del tiosulfato de sodio
pentahidratado al valerse de un amortiguador, arrojando un tamafio promedio de
11 nanémetros. Otro trabajo logra utilizar el azufre cero, pero a partir sulfuro de
hidrogeno para que sea de mayor biodisponibilidad en seres humanos
(Romanillos, 2013).

La sustancia de eleccion para combatir al hongo Botritis fabae el
carbendazim tiene menor eficacia que la sustancia octanol cuando se lo usa
aisladamente y en mezcla de la sintesis de liposomas. El radio de inhibicién del
carbendazim de 17 mm es inferior al de octanol y la mezcla S/O.L de 45 mm. En
un estudio realizado del carbendazim frente a Botrytis cinerea en sus resultados
encontraron una sensibilidad intermedia con una dosis de 100 mg/litro (Zealand,
1985).
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Las sustancias como el acido clorhidrico, el &cido acético al ser probado su
efecto en el cultivo de Botrytis fabae se produce una sensibilidad negativa. Se
argumenta en este sentido que el hongo crece adecuadamente en pH acido para
luego aprovechar las sustancias acidas en su propio desarrollo y modificar el pH
hasta valores superiores a 3.5. Un estudio en Botrytis cinerea plantea que crece y
germina los conidios perfectamente en pH superiores a 3.7 (Martinez & Moreno,

2008).

5. CONCLUSIONES

Se pudo probar la obtencién nanoparticulas de azufre a partir de tiosulfato
de sodio en concentracion 0.001M, evidenciando su presencia por TEM
(Microscopia electrénica de transmisién), con tamafios de 11 nm medidos con
dispersion de luz dinamica (DLS).

Se sintetizo liposomas utilizando lecitina de soya comestible, cuyas
dimensiones oscilan en promedio de 16,2 nandmetros observados por TEM,
empleando dos sustancias de diferente naturaleza, siendo el octanol y un derivado
sintético de limoneno, parte de sus sintesis.

Se aisl6 Botrytis fabae in vitro y con un DCA se aceptd la hipdtesis
alternativa de que si existe diferencias significativas entre los tratamientos. El
coeficiente de variacion fue de 5,94 %. Concluyendo que la mayor inhibicion sobre
el crecimiento de Botrytis fabae lo provocan los tratamientos 4, 6 y 8 de, octanol,
octanol-lecitina de soya y la mezcla octanol-lecitina de soya -soluciéon de
nanoparticulas de azufre que forman liposomas respectivamente. Lo sigue el
tratamiento del carbendazim producto comercial con un halo de inhibicién de
sensibilidad intermedia.

Es notable que cuando los principios activos impregnados en los discos
son aplicadas una vez que el hongo Botrytis fabae ha desarrollado hasta el dia
doce, la accion inhibitoria en el crecimiento es nula para todos los tratamientos.
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