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RESUMEN

En la investigacion se evalud la sensibilidad in vitro de Colletotrichum acutatum Simmonds a
siete fungicidas. Se partié de un aislado conservado en el cepario del Laboratorio de Fitopatologia
de la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, Morelos. Se empled un disefio completamente
aleatorizado, donde se evaluaron los fungicidas benomilo, difenoconazol, azoxystrobin, trifloxystrobin,
oxicloruro de cobre, fluoxastrobin y captan, a dosis alta, media y baja, para un total de 22 tratamientos
con seis repeticiones. En el control se aplico agua destilada estéril. Los tratamientos se aplicaron
a razon de 5 mL por placa, las cuales contenian medio PDA y un disco de micelio (& 5 mm). Las
placas inoculadas se incubaron a 24 °C a fotoperiodos de 12 horas. Cada 24 horas se midio el
diametro de la colonia y fue calculado el porcentaje de inhibicion. Se realizé un analisis de varianza
bifactorial de los datos, segun fungicida y dosis; ademas, se detectaron las diferencias por la prueba
LSD con 95 % de confiabilidad. El didmetro de la colonia y el porcentaje de inhibicion no mostraron
diferencias para los niveles del factor dosis, sin efectos significativos para la interacciéon de ambos
factores. Todas las dosis de los distintos fungicidas inhibieron el crecimiento de la colonia. Los
fungicidas benomilo, difenoconazol y captan lograron reducir totalmente el crecimiento de la colonia
de C. acutatum, seguidos en orden decreciente por oxicloruro de cobre, azoxystrobin, fluoxastrobin
y trifloxystrobin. Solo benomil, difenoconazol, captan y oxicloruro de cobre lograron mas del 50 %
de inhibicion.
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ABSTRACT

The aim of the research was to evaluate the in vitro sensitivity of Colletotrichum acutatum antracnosis
to seven fungicides. It began with an isolate preserved in the ceparium of the Phytopathology

Laboratory of the High School Studies of Xalostoc, Morelos. A completely randomized design was
used to evaluate the fungicides benomyl, diphenoconazole, azoxystrobin, trifloxystrobin, copper
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oxychloride, fluoxastrobin and captan at high, medium and low doses, for a total of 22 treatments
with six repetitions. Sterile distilled water was applied to the control. The treatments were applied at
a rate of 5 mL per plate, which contained PDA medium and a mycelial disc (s 5 mm). The inoculated
plates were incubated at 24 °C; in 12 hour photoperiod. The colony diameter was measured every
24 hours and the percent inhibition was calculated. A bifactorial variance analysis was performed,
according to Fungicide and Dose; and the differences between treatments were detected by the LSD
test with 95 % confidence. The diameter of the colony and the percentage of inhibition did not show
differences for dose levels, without significant effects for the interaction of both factors, fungicides, and
dose. However, all doses of the different fungicides inhibited colony growth compared to the control.
The benomyl, difenoconazol and captan fungicides were able to totally reduce the growth of the C.
acutatum colony; followed by copper oxychloride, azoxystrobin, fluoxastrobin and trifloxystrobin in
decreasing order. Only benomyl, difenoconazol, captan and copper oxychloride achieved more than
50 % inhibition.

Keywords: anthracnhose, chemical control, orange

INTRODUCCION

La antracnosis y caida prematura de los frutos
del naranjo son causadas por Colletotrichum
acutatum Simmonds (Barquero et al., 2013). En
el sur de México, Veracruz, los dafios ocasionados
por la antracnosis en la naranja dulce ‘Valencia’
han alcanzado niveles de importancia econémica
(Orozco y Gonzalez, 1986).

Las hojas y botones florales infectados son la
principal fuente de conidios, inoculos que son
dispersados por la lluvia hasta otros botones
florales y frutas inmaduras (Wharton y Diéguez
2004, Barquero et al., 2013). Los sintomas se
manifiestan como lesiones pardas-naranja que
evolucionan a pardas-rojizas en las flores; o
manchas necroéticas en estigmas, caida de frutos
pequeios, caliz persistente y manchas necroticas
con deformaciones (Peres et al., 2005, Barquero
etal.,2013).

El control quimico de esta plaga en citricos
es economicamente mas factible, debido a la
efectividad y disponibilidad, lo que asegura
ganancias frente al alto costo de las maquinarias,
labores, transportacion y  almacenamiento
(Wharton y Diéguez 2004). Los fungicidas
mas utilizados frente a C. acutatum son fosetil-
AL, captan, benomilo, ziram, fenbuconazol,
miclobutanil, metil tiofanato, azoxistrobina,
piraclostrobina (Adasakaveg y Forster, 2000;
Schilder ez al.,2001). No obstante, las limitaciones
por fitotoxicidad, residualidad y fungo-resistencia,
reducen las posibilidades del uso de fungicidas
sintéticos; recomendandose aplicar en condiciones
propicias y programas de rotacion con fungicidas
de distintos modos de acciéon (Wharton y Dieguez
2004, Adasakaveg y Forster, 2000).
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Los fungicidas  azoxistrobin,  benomilo,
carbendazim, difenoconazol, oxicloruro de cobre y
procloraz han mostrado actividades variables en el
control de C. acutatum in vitro (Arias et al., 2006;
Gaviria et al., 2013).

El objetivo del ensayo fue determinar la
inhibicion del crecimiento colonial in vitro de un
aislado de Colletotrichum acutatum a tratamientos
con fungicidas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en mayo de 2014, en el
laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de
Estudios Superiores de Xalostoc, perteneciente a
la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
Se inici6 a partir del aislado DGS1 de C. acutatum,
conservado en el cepario perteneciente al
Laboratorio, obtenido de Citrus sinensis (L.) Osbeck
var. Valencia, en Tlayecac, Morelos, México.

Las placas se esterilizaron por calor seco a 170
°C durante 2 horas, mientras que el medio de cultivo
se esterilizd durante 15 min a 121 °C y 1,2 atm de
presion. Una vez estéril, se distribuy6 el medio bajo
campana de flujo laminar.

El ensayo se realizd6 empleando un disefio
completamente aleatorizado, donde se evaluaron
siete  fungicidas (benomilo, difenoconazol,
azoxystrobin, trifloxystrobin, oxicloruro de cobre,
fluoxastrobin, captan) y tres dosis (alta, media
y baja), la dosis media (X) corresponde a la
recomendada por la formuladora, la dosis alta 2X
y la baja 1/2X, para un total de 22 tratamientos con
seis repeticiones. Se incluyo un control tratado con
agua estéril (Tabla 1).
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Tabla 1. Fungicidas aplicados y las dosis preparadas en 125 mL de agua destilada y estéril

Fungicidas Grupo quimico Ingrediente Tipo de Dosis Dosis Dosis
activo accion baja recomendada alta

Promyl 50 PH Benzimidazoles benomilo Sistémico 56,25 ug 112,25 pg 225,0 ug
Sico 250 EC Triazoles difenoconazol Sistémico 39,00 uL 78,00 uL 156,0 uL
Bankit 250 SC Estrobilurinas azoxystrobin Sistémico 46,80 uL 93,70 uL 187,5 uL
Tega 500 SC Estrobilurinas trifloxystrobin Sistémico 11,60 pL 23,30 uL 46,7 uL
Oxicloruro de Compuestos oxicloruro de Contacto 218,70 ug 437,50 ug 875,0 ug
cobre PH cupricos cobre
Vigold SC Estrobilurinas fluoxastrobin Sistémico 62,50 uL 125,00 uL 250,0 uL
Captan PH Carboxamida captan Contacto 0,25¢ 0,50 g 109
Control - Agua - - - -
La unidad experimental se conform6 con una RESULTADOS Y DISCUSION

placa de Petri (= 90 mm), donde se extendieron

30 mL de medio PDA envenenado con 5 mL En el tratamiento con trifloxystrobin

de fungicida segun la metodologia descrita por
Marcano et al. (2005). En el centro de cada
placa se coloco un disco de micelio (= 5 mm),
con siete dias de crecimiento y fueron incubadas
a 24 °Cy fotoperiodo 12:12 h (luz: oscuridad).

Se evalu6 el diametro maximo de crecimiento
de la colonia, midiéndose con una escala
milimétrica cada 24 h y se calcul¢ el porcentaje
de inhibicion segin la formula utilizada por
Alzate et al. (2009):

1:(?)*100 )

donde,

* I=% de inhibicién

* T=diametro de la colonia en control (cm)

* t=diametro de la colonia en el tratamiento
(cm)

Los datos se procesaron en el programa
SPSS 16.0 y se realiz6 un andlisis de varianza.
Previamente se comprob¢ la normalidad (Prueba
de Shapiro Wilk W.) y homocedasticidad (Prueba
de Levene) de los datos. Cumplidos los supuestos
paramétricos, se determino la diferencia entre
los tratamientos para cada variable por la prueba
LSD de Fisher con 95 % de confiabilidad.

el diametro de la colonia de C. acutatum
crecid 2,7 cm, con diferencias significativas
respecto a todos los tratamientos. Los
fungicidas azoxystrobin y fluoxastrobin
redujeron el diametro de la colonia a 2,43 cm
y 2,41 cm, respectivamente. Aunque estos
no difirieron entre si, ambos se diferenciaron
significativamente de los tratamientos con
oxicloruro de cobre, benomilo, difenoconazol
y captan. La mayor inhibicion se encontré con
benomilo, difenoconazol y captan, los cuales
no difirieron entre ellos, pero si con el resto de
los tratamientos.

Aunque no hubo un efecto entre las dosis
de los fungicidas sobre el crecimiento de la
colonia de C. acutatum, todas las dosis de
estos mostraron diferencias estadisticas con el
control, donde no se aplico ningin fungicida
(Tabla 2). La inhibicion lograda con las tres
dosis de benomilo, difenoconazol y captan
desde el comienzo del ensayo in vitro, sugiere
una rapida accidon fungicida tras la aplicacion
del producto, cuestion que estd sugerida para
el benomilo, como posible medio que impide
la fungoresistencia de forma particular en C.
acutatum respecto a C. gloeosporioides, donde
el benomilo act@ia impidiendo la infeccion y
desarrollo (Timmer y Peres, 2015).
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Tabla 2. Efecto de las dosis de los fungicidas sobre el didmetro de la colonia de C. acutatum

Dosis/ . i i i i Oxicloruro i

. Benomil Difenoconazol Azoxystrobin Trifloxystrobin Fluoxastrobin Captan
Fungicida Cu
Control 477 a 477 a 477 a 477 a 477 a 477 a 477 a
Dosis baja 0,0b 0,0b 2,40b 2,53b 1,77b 2,13b 0,0b
Dosis 0,0b 0,0b 2,30 b 2,90 b 1,93 b 2,53b 0,0b
media
Dosis alta 0,0b 0,0b 2,53b 2,67b 1,67 b 2,57b 0,0b
C.V. (%) - - 12,07 11,78 19,88 9,2 -
E.E. (x) - - 0,15 0,16 0,18 0,11 -

*Letras distintas en una misma columna difieren por prueba LSD de Fisher (p < 0,05)

La reduccion del crecimiento radial de
las colonias de C. acutatum encontrada con
difenoconazol y oxicloruro de cobre, confirmé
la efectividad de estos fungicidas informada por
Gaviria et al. (2013), quienes reportaron una
reduccion total del crecimiento in vitro de este
hongo, al enfrentarlo a medios envenenados
con dichos fungicidas. De manera similar, con
azoxystrobin se inhibieron en menor medida el
crecimiento micelial, sin embargo, estos mismos
autores encontraron con este fungicida, mayor
efecto inhibitorio sobre la biomasa de micelio del
hongo.

Por otra parte, contrasta el bajo crecimiento
de las colonias de C. acutatum con oxicloruro
de cobre, comparado con azoxystrobin,
trifloxystrobin y fluoxastrobin. Este resultado
debe tenerse en cuenta al tratarse de un fungicida
no incluido en la lista de productos para el control
de antracnosis en México (Orozco et al., 2006);
pues siendo un fungicida de contacto, tiene un
mecanismo de accién multisitio, con bajo riesgo

120
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de resistencia comparado con los Bencimidazoles,
Estrobilurinas y Triazoles recomendados, que
poseen mecanismos de accidon unisitios y alta
probabilidad de desarrollar resistencia (Kumar et
al., 2007; Alaniz et al., 2012).

Los fungicidas benomilo, difenoconazol y
captannosediferenciaron estadisticamente entre si
alcanzaron el 100 % de inhibicion del crecimiento
in vitro de C. acutatum. En orden descendente del
porcentaje de inhibicion, les siguid oxicloruro
de cobre (62 %), luego azoxystrobin (48,9 %) y
fluoxastrobin (49,3 %), que no difirieron entre si.
Por ultimo, trifloxystrobin fue el fungicida con
menor inhibicidn sobre el crecimiento radial de
C. acutatum respecto al control (Figura).

Los fungicidas con mayor porcentaje
de inhibicion fueron: benomilo, captan y
difenoconazol. Es especialmente interesante

el resultado con benomilo porque se ha
informado con bajos niveles de control sobre
C. acutatum, a diferencia de la alta sensibilidad
de C. gloeosporiodes (Peres et al., 2004). No
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Figura. Porcentaje de inhibicion de los fungicidas sobre el crecimiento de C. acutatum

*Las barras verticales indican el intervalo de confianza para la prueba LSD de Fisher (p <0,05)
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obstante, benomilo y captafol han sido limitados
en la practica agricola por su alta toxicidad,
recomendandose  carbendazim, del grupo
Benzimidasol, con similares efectos (De Goes et
al., 2008).

Los fungicidas de menor potencial inhibitorio
sobre C. acutatum fueron fluoxastrobin,
trifloxystrobin y  azoxystrobin  (Grupo:
Estrobilurinas), con porcentajes de inhibicion
por debajo de 50 %. Aunque demostraron ser
menos efectivos aplicados solos, resultados
recientes indican que son mejores cuando se
emplean mezclados con tebuconazol (Silva-
Junior et al., 2014).

El porcentaje de inhibicion del oxicloruro de
cobre fue 62 %, lo cual coincide con actividades
no tan altas encontradas por Kososki e al. (2001)
al probar otros fungicidas a base de cobre, como
el sulfato de cobre. A pesar de que estos autores
informan baja efectividad biologica sobre C.
acutatum in vitro, en condiciones de campo el
fungicida cuprico disminuyo significativamente
la caida de las flores.

Ademas, los efectos fitotoxicos de los
fungicidas del grupo de los Bencimidazoles,
como el benomilo, generan fungoresistencia
en C. acutatum (Peres et al., 2005), cuestion
no comprobada en este trabajo que necesita ser
profundizada en futuras investigaciones.

CONCLUSIONES

El crecimiento in vitro de C. acutatum fue
totalmente inhibido por los fungicidas benomilo,
captan y difenoconazol (100 %), seguido por
oxicloruro de cobre (62 %).

El grupo de los fungicidas pertenecientes a
las Estrobilurinas fueron pocos eficientes para
inhibir este patdgeno, con inhibiciones por
debajo del 50 %.
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