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Efecto in vitro de fungicidas para el control de
Colletotrichum SPP., en frutales Manabi - Ecuador
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Resumen

La antracnosis ocasionada por Colletotrichum spp provoca una de las enfermedades mas limitantes en la produccion de Passiflora
edulis y Carica papaya en la provincia de Manabi, Ecuador. El objetivo de esta investigacion fue determinar la patogenicidad de
aislados de Colletotrichum en frutos de maracuya y papaya, asi como su sensibilidad in vitro a fungicidas. Los experimentos fueron
realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi. Los frutos sanos de
maracuy4, variedad INTAP 2009 y papaya variedad hawaiana, se inocularon por medio de la colecta de fragmentos de micelio fn-
gico con la punta de un palito de madera estrilizado. Para la sensibilidad in vitro de los fungicidas se utilizé un disefio experimental
completamente al azar, 8 tratamientos de fungicidas comerciales, con 4 repeticiones y la comparacion de medias fue realizada con
la prueba de Tukey (P < 0.05). Todos los aislamientos fueron patogénicos en maracuya y papaya respectivamente, provocaron sin-
tomas caracteristicos de antracnosis de 4 a 5 dias después de inoculados. Los fungicidas tebuconazol, propiconazol, difenoconazol,
benomil, carbendazim y azoxystrobin inhibieron totalmente el crecimiento miceliar del hongo, mientras que clorotalonil y sulfato
de cobre disminuyeron parcialmente el desarrollo de Colletotrichum spp. Los fungicidas sistémicos demostraron ser efectivos en el
control in vitro de Colletotrichum spp. aislado de maracuya y papaya.
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In vitro effect of fungicides for the control of
Colletotrichum SPP. In fruit trees Manabi - Ecuador

Abstract

Anthracnose caused by Colletotrichum spp causes one of the most limiting diseases in the production of Passiflora edulis and Carica
papaya in the province of Manabi, Ecuador. The objective of this research was to determine the pathogenicity of Colletotrichum
isolates in passion fruit and papaya, as well as their in vitro sensitivity to fungicides. The experiments were carried out in the Molecular
Biology Laboratory of the Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi. The healthy fruits of passion fruit, variety INIAP
2009 and papaya variety Hawaiian, were inoculated by collecting fragments of fungal mycelium with the tip of a strilized wooden
stick. For the in vitro sensitivity of the fungicides a completely randomized experimental design was used, 8 treatments of commercial
fungicides, with 4 replicates and the comparison of means was made with Tukey's test (P < 0.05). All isolates were pathogenic on
passion fruit and papaya respectively, causing characteristic anthracnose symptoms 4 to 5 days after inoculation. The fungicides
tebuconazole, propiconazole, difenoconazole, benomyl, carbendazim and azoxystrobin totally inhibited the mycelial growth of the
fungus, while chlorothalonil and copper sulphate partially decreased the development of Colletotrichum spp. Systemic fungicides
proved to be effective in the in vitro control of Colletotrichum spp. isolated from passion fruit and papaya.
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I. INTRODUCCION

Colletotrichum es uno de los géneros de hongos
fitopatogenos de mayor importancia econdmica,
en areas tropicales y subtropicales de todo el
mundo; afecta a una amplia gama de hospedantes,
incluyendo verduras, legumbres, cereales y frutas
(Bailey 1992; Atghia et al., 2015; Marquez et al.,
2018). Las enfermedades inducidas por este hongo
incluyen: antracnosis, marchitamiento, pudricién
radical, mancha foliar, pudricién de flores y tizon en
plantulas (Kim, Oh, y Yang 1999; Kumar et al., 2001;
Moral et al., 2014).

En Ecuador, en la provincia de Manabi la
producciéon de frutas (Carica
papaya L.) y maracuya (Passiflora edulis F.), son
severamente afectadas por el hongo Colletotrichum
spp. tanto en precosecha como en poscosecha

como papaya

afectando significativamente la calidad de la fruta
(Latunde y Akinwunmi, 2001; Tozze et al., 2010;
Garcia et al., 2020).

Colletotrichum spp. puede ocasionar graves
epidemias que resultan en pérdidas superiores
al 50%  (Sreenivasaprasad y Talhinhas 2005;
Hyde et al., 2009). Este fitopatégeno tiene mucha
importancia en la fruticultura tropical, por los danos
econémicos que ocasiona al afectar los frutos. El
manejo de esta enfermedad se ha fundamentado
en practicas de control cultural y uso de fungicidas
quimicos (Monteon et al., 2012; Landero et al., 2016)

Dada la importancia del patoégeno y su necesidad
de encontrar un control quimico eficiente, la
presente investigacion determiné la eficiencia in
vitro de fungicidas para el control de Colletotrichum
Spp., en maracuya y papaya en Manabi — Ecuador.

II. MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon de muestras

Las colectas de material vegetal, se realizdé en
las fincas productoras de los cantones Rocafuerte
(papaya) y El Carmen (maracuya), pertenecientes a la
provincia de Manabi. Se colect6 frutos enfermos que
presentaban la sintomatologia tipica de antracnosis,
los frutos se colocaron en fundas plasticas con su
respectiva etiqueta, para su posterior procesamiento
en el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi
Manuel Félix Lopez [ESPAM MFL], ubicado en el
sitio El Limén, parroquia Calceta, canton Bolivar.
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Analisis de Laboratorio

Aislamiento

Para el aislamiento de los patégenos los frutos se
lavaron con agua corriente y jabon liquido, después
se secaron en toallas absorbentes, para proceder a
cortar fragmentos de 0,5 cm? que incluian una parte
enferma y una sana de tejido vegetal. El material
vegetal se desinfest6 con alcohol al 70% (v:v) por
30 segundos e hipoclorito de sodio 2% (v:v) durante
un minuto, y se realizaron tres lavados en agua
destilada estéril (ADE), para la eliminacién de restos
de humedad fueron colocados en papel absorbente
esterilizado, Whatman Numero 42 (Whatman,
Maidstone, UK). Se realiz6 la siembra en la cAmara
de flujo laminar de 5 fragmentos de frutos en cajas de
Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar PDA
(Difco, Detroit, USA) + antibiético (gentamicina,
ampicilina) y se incubaron a temperatura ambiente
de 28 + 1°C, hasta observar el crecimiento micelial,
(Castafio 1994; Leslie y Summerell 2008). Las
colonias fngicas se repicaron hasta obtener cultivos
puros.

Identificacion de los aislamientos

Para la identificacion morfolégica se utilizod
cultivos monoconidiales, la identificacion del género
se realiz6 con base a las caracteristicas del micelio,
color de la colonia, formaciéon de Acérvulos, forma
de conidio6foros; forma y tamafo de las conidias.
La observacion microscopica se realizd6 con un
microscopio marca Olympus CX31. Las estructuras
reproductivas del hongo, permitieron determinar
que corresponde al género Colletotrichum spp.,
esto se corrobor6 con el uso de las claves (Barnett y
Hunter 1998).

Prueba de patogenicidad

Inoculacion

Para determinar la patogenicidad de cada
aislado, se inocularon frutos sanos de maracuya
INIAP 2009 y papaya hawaiana, las que se lavaron
con agua, detergente y alcohol al 70% (v.v) y secados
con papel absorbente esterilizado. Fragmentos de
micelio fueron colectados levemente de las placas
de petri con crecimiento fingico por medio del uso
de un palito de madera esterilizado, el mismo que se
coloco sobre los frutos sanos de maracuy4 y papaya
con la intencion de ocasionar una pequeia herida



para facilitar el ingreso de las estructuras vegetativas
de Colletotrichum spp. Se realizaron 3 incisiones por
cada fruto inoculado (Eizenga, et al., 2002).
Posteriormente los frutos se colocaron en
camaras humedas provistas de papel absorbente
humedecido con agua destilada estéril. Se evaluaron
3 repeticiones y el testigo estuvo conformado
por frutos sanos a los que se les coloc6 un palillo
de dientes esterilizado sin crecimiento micelial.
Los postulados de Koch se confirmaron con el
reaislamiento del hongo inoculado, mediante el
protocolo descrito por French y Teddy (1980).

Bioensayos de sensibilidad In Vitro

Del resultado obtenido en la prueba de
patogenicidad se selecciond el aislado mas agresivo
para determinar la eficacia in vitro de los fungicidas,
se utiliz6 la técnica de medio envenenado.

Se probaron 8 fungicidas amistar 50 wg
(azoxystrobin), benocor (benomyl), blanket
(tebuconazol), Bumper 25 ce (propiconazol), difecor
(difenoconazol), odeon 720 sc (clorotalonil), phyton
(sulfato de cobre pentahidratado) y rodazim 500
sc (carbendazim) y 4 réplicas, las dosis que se
utilizaron fueron las que recomienda la etiqueta del
envase. Se utilizd6 como testigo discos en medios de
cultivo con crecimiento fingico sin fungicidas, y
se incubaron en cAmara de crecimiento a 28 + 1°C
aproximadamente.

Efectividad de fungicidas
La efectividad de los fungicidas se determind
mediante la prueba de Eficacia de Abbott (1925).

A
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E = (Test — Trat/Test) x 100

Donde:

E: Efectividad (%)

Test: Crecimiento micelial del testigo en cm

Trat: Crecimiento micelial del tratamiento en
cm

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de Patogenicidad

Todos los aislados tanto de maracuyid como
de papaya, provocaron lesiones circulares color
marr6n, hundimiento de la lesiéon e incluso en
algunos casos presencia de esporulacion, que son
sintomas caracteristicos de antracnosis en frutos,
a partir de los 5 dias posteriores a la inoculaciéon
artificial. Para cumplir con los postulados de
Koch se realizaron reaislamientos a partir de las
lesiones provocadas, comprobando por medio de
identificacion morfologica, las semejanzas existentes
con los hongos inoculados de forma inicial (Figura
1).

La sintomatologia observada coincide con la
descrita por Marquez et al. (2018) y Garcia et al.,
(2020), refiere sintomas de pequeiias lesiones con
bordes hundidos e irregulares y esporulaciéon de
blanco a grisacea en la parte central de frutos de
papaya en México, provocados por Colletotrichum
fructicola y Colletotrichum plurivorum,
respectivamente. De la misma forma, en frutos de
maracuyd, se presentaron lesiones hundidas con
masas de esporas de color naranja en la parte central
(Tozze, et al., 2010).

B

Figura. 1 (A y B). Sintomas de antracnosis en frutos de maracuya INIAP 2009 (A), y
papaya Hawaina (B), inoculados artificialmente.
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Efectividad de los fungicidas

Todos los tratamientos de fungicidas evaluados
sobre los aislados de
provenientes de maracuya y papaya consiguieron

Colletotrichum  spp.

inhibir el crecimiento miceliar del hongo en relaciéon
al Testigo. Los fungicidas difecor (difenoconazol),
bumper 25 CE (propiconazol), rodazim 500 sc
(carbendazim), benocor (benomil), amistar 50 wg
(azoxystrobin) y blanket (tebuconazol), presentaron
una eficacia del 100% a diferencia de odeén 720 sc
(clorotalonil) que fue de 51,25 y 34,72% y phyton
(sulfato de cobre pentahidratado) de 65,97y 55,42%,
en maracuya y papaya, respectivamente. (Cuadro 1).

Los dos Colletotrichum spp.
provenientes de maracuya y papaya demostraron
comportamientos semejantes en relacién a los
fungicidas utilizados. Resultados similares fueron

aislados de

obtenidos por Gaviria, et al. (2013) que utilizaron
fungicidas triazoles (difenoconazol, propiconazol),
consiguiendo inhibir de forma total el crecimiento
micelial de Colletotrichum spp. en mora de castilla,
asi como azoxystrobin (estrobirulinas) también dio
resultados positivos en la investigacion realizada por
Sundravadana, et al., (2007), para definir estrategias
de manejo de antracnosis en mango, utilizando el
mencionado fungicida.

Los fungicidas benomil y carbendazin
(benzimidazoles) mostraron resultados favorables,

posiblemente a que su mecanismo de accién esta
relacionado a la inhibicion de los polimeros de beta
tubulina fundamentales paralos procesos de division
celular como lo mencionan Zhou, et al. (2016). Sin
embargo, esto difiere con lo manifestado por Begum,
et al. (2015), donde Carbendazim no consiguid
inhibir de forma efectiva el crecimiento micelial de
cuatro aislados de Colletotrichum capsici (Syd.) E.
J. Butler & Bisby. Asi como en una investigacion
de la sensibilidad a carbendazim de aislados de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc. en fresa (Fragaria ananassa), donde 52,8% de
los aislados presentaron resistencia en relacion al
fungicida, y esto tendria relaciéon con mutaciones
en varios loci del gen de la beta-tubulina 2 (TUB2),
como lo indica Han et al. (2018). Mutaciones en el
mismo gen, en el codéon 198, definen la resistencia
de C. gloesporiodes causante de antracnosis en
Mangifera indica L. a carbendazim Kongtragoul, et
al., (2011), y en el gen de beta tubulina 1 de varios
aislados de C. acutatum a benomil (Nakaune y
Nakano, 2007).

Los resultados de este trabajo sugieren que
el diagnostico adecuado del agente causal, el uso
racional de fungicidas y el manejo de integrado
de la antracnosis, se convierten en actividades
necesarias para los cultivos de papaya y maracuya
en la provincia de Manabi.

Cuadro 1. Valores promedios (%) de las variables efectividad de fungicidas en maracuya y papaya

Tratamientos Maracuya Papaya
Odeon 720 sc 51,25¢ 3472 ¢
Phyton 65,97b 5542b
Blanket 100 a 100 a
Bumper 25 ce 100 a 100 a
Difecor 100 a 100 a
Benocor 100 a 100 a
Rodazim 100 a 100 a
Amistar 100 a 100 a
Probabilidad <0,0001 <0,0001

Medias dentro de columnas con letras distintas difieren significativamente segun prueba de Tukey al 5%

IV. CONCLUSIONES
Todos los aislados de Colletotrichum spp, inoculados en
frutos de maracuya y papaya fueron patogénicos.
Los fungicidas clorotalonil y sulfato de cobre
pentahidratado  disminuyeron
crecimiento micelial del hongo, mientras que los

levemente el
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fungicidas tebuconazol, propiconazol, difenoconazol,
benomil, carbendazim y azoxistrobin inhibieron
totalmente el crecimiento micelial de Colletotrichum
spp., lo que representaria una posible alternativa
para el control de este fitopatégeno en condiciones
de campo.
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