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Efecto fungitóxico del ácido fosforoso en naranjo dulce a
la infección con zoosporas de Phytophthora citrophthora

J. J. TUSET, I. LAPEÑA, J. M. GARCÍA-MINA

Los sistemas radicales de plantas jóvenes de Citrus sinensis cv. "Pineapple" inocu-
ladas con zoosporas de Phytophthora citrophthora y tratados con formulados del ácido
fosforoso y fosetil-Al han sido protegidos completamente de la infección de este hongo.
Esto se ha producido cuando la aplicación de los productos se efectuó antes (horas) de
la inoculación de las zoosporas. Por el contrario, cuando el tratamiento fungicida se rea-
lizó posteriormente (minutos) a la inoculación del hongo, el resultado fue totalmente
negativo. La presencia del ácido fosforoso en los tejidos corticales de las raíces de naran-
jo dulce antes de la introducción de los tubos germinativos de las zoosporas es necesa-
ria para inhibir el desarrollo del hongo. Estos resultados, teniendo en cuenta que el ácido
fosforoso no inhibe la germinación de las zoosporas, están a favor de la intervención de
mecanismos de defensa de la planta, tanto morfológicos como químicos, en la actividad
del ácido fosforoso. El porcentaje de producto activo y el tipo de formulación, influyen
en la cantidad de ácido fosforoso presente en los puntos de infección y, con ello, en la
respuesta de los tejidos corticales a la infección fúngica. Ninguna fitotoxicidad fue
observada debida al ácido fosforoso.
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INTRODUCCIÓN

Los hongos del género Phytophthora son
patógenos activos en diversos cultivos leño-
sos, pudiendo causar el marchitamiento y la
muerte en los estados de plántula, planta
joven y planta adulta. (TUSET et al, 1984;
RIBEIRO y LINDERMAN, 1991). Habitantes
comunes de los suelos donde se cultivan los
cítricos, desarrollan en ellos estados morbo-
sos de diferente entidad (podredumbres radi-

cales, exudados gomosos, chancros cortica-
les, etc.) que deben ser siempre considerados
y protegidos (TUSET et al, 1984).

El control de Phytophthora spp. en estos
cultivos es siempre complicado. Estos hon-
gos necesitan tejido vegetal vivo como sus-
trato, por ello son parasitados el sistema
radical, las partes básales de los tallos y los
frutos (TUSET et al, 1984). Además la hume-
dad, especialmente el agua libre, es necesa-
ria para la formación de los esporangios y la



liberación de las zoosporas (MOKHTAR y
BUTLER, 1968). Éstas últimas constituyen el
principal órgano de infección de estos hon-
gos (HICKMAN, 1970). Estos factores condi-
cionan el proceso de la infección y, por lo
tanto, influyen claramente en las posibilida-
des del control.

El desarrollo de fungicidas sistémicos
activos contra los hongos oomicetos con pro-
piedades curativas y protectoras, ha sido un
importante avance en el control de Phytopht-
hora spp. (COHEN y COFFEY, 1986). El fose-
til-Al es uno de estos compuestos que se uti-
lizó en naranjo por primera vez en Francia en
al año 1976 (FROSSARD et al, 1977) y, a par-

tir de entonces, es de los fungicidas más uti-
lizados en cítricos para combatir las enfer-
medades causantes de la "podredumbre del
cuello" y la "gomosis" (TUSET, 1987; CHA-
TENET et al, 1988). El metabolito activo de
este compuesto es el ácido fosforoso
(H3PO3), que se dispone en los lugares o
puntos de infección alcanzando concentra-
ciones suficientes para inhibir el crecimiento
miceliar de Phytophthora sp. en los tejidos
vegetales (FENN y COFFEY, 1985). La presen-
cia de H3PO3 suscita la intervención de
mecanismos de defensa de la planta median-
te la producción de fitoalexinas en la zona de
la infección fúngica que serían las posibles
responsables de la inhibición miceliar (SAÍN-

DRENAN y BOMPEIX, 1986). No obstante, el
mecanismo empleado por el fosetil-Al o el
ácido fosforoso para inducir la acumulación
de fitoalexinas en los tejidos infectados no
está todavía esclarecido.

"In vivo", las zoosporas como inoculo
han intervenido en algunos ensayos, espe-
cialmente para conocer la respuesta, tanto
morfológica como fisiológica, a la infección
de los tejidos radicales previamente tratados
con fosetil-Al o H3PO3 (GUEST, 1986; VAN

DER Merwe et al, 1992), pero, en general, es
el micelio el que ha prevalecido en los traba-
jos de control con ambos compuestos, espe-
cialmente en los cítricos (FARIH et al, 1981;
TUSET et al, 1984), notándose claramente
una insuficiencia de conocimientos en la
relación agente patógeno-fungicida, tenien-

do como sustrato tejido vivo de planta cítri-
ca y como órgano de infección la zoospora.

En el trabajo que presentamos, se ha
estudiado la actividad fungitóxica desarro-
llada in vivo por el ácido fosforoso (H3PO3)
sobre P citrophthora (Smith & Smith) Leo-
nian, teniendo como hospedante plantas
jóvenes de naranjo dulce y las zoosporas
como único órgano de infección de este
hongo.

MATERIAL Y MÉTODOS

Plantas

Se han empleado plantas jóvenes de 7
meses de edad de naranjo dulce (Citrus
sinensis Osbeck) cv. "Pineapple" cultivadas
en el invernadero y crecidas en un sustrato
de vivero compuesto de una mezcla de turba
(70%) y arena de sílice (30%) y esterilizado
con vapor de agua recalentado.

Hongo

En las experiencias se ha utilizado un ais-
lado activo como patógeno de P. citrophtho-
ra procedente de un huerto de naranjos cv.
"Washington Navel" afectado por "podre-
dumbre del cuello" situado en Moneada
(Valencia). El hongo se conservó en PDA
(Patata-dextrosa-agar) en la micoteca del
laboratorio de Micología del IVIA.

Inoculo empleado

El inoculo del hongo para la experimen-
tación estuvo siempre formado por zoospo-
ras. Éstas se obtuvieron a partir de micelio
crecido durante 6-7 días en un medio agar +
vegetales, compuesto por extracto de diver-
sos vegetales 200 gr, CaCO3 3 gr, agar 17 gr
y agua destilada hasta completar 1000 ce.
Posteriormente, este micelio se sumergió
en extracto de suelo al 1 % durante 4-5 días
a 24 °C para fomentar la producción de los



esporangios, seguido de un shock térmico
durante 45 minutos a 8-10 °C que favorece la
rotura de las paredes de los esporangios y
finalmente, se mantuvo durante 1-2 h a tem-
peratura ambiente para la liberación de las
zoosporas. Ésta fueron valoradas mediante
un hemacitómetro "Thoma".

Fungicidas

Se han experimentado tres formulados
del ácido fosforoso suministrados por la
firma Inabonos S.A., uno (llamado Pl) con
una concentración del 35% y formulado
como líquido emulsionable (Le.) y dos (lla-
mados P2 y P3) con una concentración del
45% y formulados como I.e. (P2) y como
polvo mojable (p.m.) (P3) respectivamente.
También en la experimentación se ha incor-
porado como testigo superior el fosetil-Al
(tris-O-etil fosfonato de aluminio) a la con-
centración del 80% y formulado como p.m.

Los formulados del ácido fosforoso (Pl,
P2 y P3) fueron empleados a la dosis de
0.3% y 0.4% de producto comercial (p.c.) y
el fosetil-Al al 0.3% de p.c.

Fungitoxicidad in vivo

La evaluación de la actividad in vivo de
estos productos fue estudiada mediante dos
tipos de experiencias:

A) Tratamiento fungicida seguido de la ino-
culación del hongo
Los sistemas radicales de las plantas

jóvenes de naranjo dulce se sumergieron
durante 5 minutos en los diferentes trata-
mientos fungicidas. Cumplido este tiempo y
una vez bien escurridos los sistemas radica-
les, éstos se envolvieron con papel de filtro
humedecido para evitar la desecación de las
raíces 4 h y, posteriormente, se inocularon
con zoosporas recién liberadas del aislado
del hongo, manteniéndolos 72 h en la sus-
pensión en extracto de suelo conteniendo
4.105 zoosporas/ml. Una vez inoculadas las

plantas jóvenes, se plantaron en macetas y se
mantuvieron en el invernadero.

B) Inoculación del hongo seguido del trata-
miento fungicida
Los sistemas radicales de las plantas

jóvenes de naranjo dulce se inocularon
sumergiéndolos 72 h en la suspensión de
zoosporas (4.105 zoosporas/ml) del hongo.
Pasado este tiempo, los sistemas radicales se
escurrieron 15-20 minutos e inmediatamente
se introdujeron en las diferentes suspensio-
nes de ácido fosforoso y fosetil-Al durante 5
minutos. Una vez eliminado el exceso de
fungicida mediante un buen escurrido, las
plantas así tratadas se plantaron en macetas y
se situaron en el invernadero.

En ambas experiencias se emplearon
como testigos: a) plantas jóvenes de naranjo
dulce inoculadas y sin recibir ningún trata-
miento fungicida, b) plantas jóvenes de
naranjo dulce no inoculadas con el hongo y
tratadas con los fungicidas.

A los 21 días de la inoculación con zoos-
poras, las plantas de naranjo dulce fueron
examinadas detenidamente, tanto la parte
aérea (contabilizando los amarilleos, defo-
liación, secado de hojas, marchitamientos y
muerte de la planta) como el sistema radical,
valorando en este caso la afección (necrosis)
de las raíces, de acuerdo con la siguiente gra-
duación: 0, ninguna raíz necrosada: 1, hasta
el 25% de raíces necrosadas; 2, entre el 25 y
el 50% de raíces necrosadas; 3, hasta el 75%
de necrosamiento radical; 4, entre el 75 y el
100% de raíces necrosadas.

RESULTADOS

Tratamiento fungicida seguido de la ino-
culación del hongo

Cuando la aplicación de los fungicidas
fue anterior a la inoculación con zoosporas
del hongo, el fosetil-Al fue totalmente efec-
tivo, no produciéndose ningún tipo de afec-
ción en las plantas de naranjo dulce. Cuando
las plantas jóvenes se trataron con ácido



Cuadro 1. Afección y mortalidad de plantas jóvenes de C. sinensis cv. "Pineapple" a los 21 días de ser tratadas
con los formulados del ácido fosforoso e inoculadas posteriormente con zoosporas de P. citrophthora z

z Inoculación con zoosporas 4 h después del tratamiento fungicida. Tiempo de inoculación: 72 h. Densidad de inoculo:
4.105 zoosporas/ml

y Tratamiento por inmersión del sistema radical durante 5 minutos en la suspensión del fungicida
x Grado de afección: 0: ninguna raíz necrosada; 1: < 25% de raíces necrosadas; 2:25-50% de raíces necrosadas; 3: < 75%

de raíces necrosadas; 4: 75-100% de raíces necrosadas. N° entre paréntesis: media de afección.

fosforoso al 35% (I.e.) a la dosis 0.3%, se
produjo un 67% de plantas afectadas, mien-
tras que cuando la dosis fue al 0.4%, el por-
centaje de afección disminuyó al 57%, no
produciéndose mortalidad en ninguno de los
dos casos (Cuadro 1). Las plantas afectadas
presentaron un enrollado de sus hojas y ama-
rilleo. Con el ácido fosforoso al 45% (I.e.),
todas las plantas jóvenes aparecieron sanas,
aunque las tratadas a la dosis 0.4%, tuvieron
un menor crecimiento que las testigo. No
obstante, en el tratamiento con el ácido fos-
foroso al 45% (p.m.) se produjo un 83% de
plantas afectadas a la dosis 0.3% y un 85% a
la dosis 0.4%, mostrándose en ambos casos,
todas las plantas amarillentas, pero no conta-
bilizándose ninguna muerta (Fig. la).

Los sistemas radicales de las plantas tra-
tadas con fosetil-Al mostraron sólo peque-
ños indicios de necrosis. Las plantas tratadas
con ácido fosforoso al 35% (I.e.) a la dosis
de 0.3% y consideradas como sanas, tenían
indicios de podredumbre en sus raíces y su
sistema radical resultó ser más pobre que el
de las plantas testigo. Las plantas con sínto-
mas de afección presentaban un necrosado
de raíces de grado 4, apareciendo todas com-
pletamente podridas. A la dosis 0.4%, las

plantas sanas tuvieron una necrosis de raíces
de grado 2, con un sistema radical también
mermado, mientras que las afectadas poseían
un sistema radical totalmente podrido de
grado 4. Las plantas tratadas con ácido fos-
foroso 45% (I.e.) a la dosis 0.3%, poseían
unos sistemas radicales pobres con pequeñas
raicillas podridas. A la dosis 0.4%, las plan-
tas jóvenes presentaron diversos grados de
necrosis de raíces, entre 1 y 3. Las plantas
consideradas sanas y tratadas con ácido fos-
foroso 45% (p.m.), tuvieron en las dos dosis
de aplicación, únicamente indicios de necro-
sis en sus sistemas radicales. En las afecta-
das, los grados de necrosis de las raíces osci-
laron entre 1 y 4 (Cuadro 1).

Inoculación con el hongo y posterior tra-
tamiento fungicida

En los siete tratamientos con ácido fosfo-
roso, la infección con zoosporas causó un
100% de plantas enfermas cuando los fungi-
cidas fueron aplicados después de la inocu-
lación (Cuadro 2). En todos los casos se
obtuvo una mortalidad del 100%, excepto en
el tratamiento realizado con fosetil-Al (89%

Testigo (no tratado)

Fosetil-Al al 0.3%

Formulado Pl al 0.3%

Pl al 0.4%

Formulado P2 al 0.3%

P2al 0.4%

Formulado P3 al 0.3%

P3 al 0.4%



Figura 1. Efecto de formulados del ácido fosforoso sobre P. citwphthora en plantas jóvenes de C. sinensis cv. "Pineapple".
a) Tratamiento fungicida seguido de la inoculación con zoosporas.
b) Inoculación con zoosporas y posterior tratamiento fungicida.

T . - Planta inoculada y no tratada con fungicida.
To - Planta no inoculada y tratada con fungicida.
A. - Planta inoculada y tratada con Fosetil-Al al 0.3%.
B. - Planta inoculada y tratada con ácido fosforoso 35% I.e. al 0.4%.
C. - Planta inoculada y tratada con ácido fosforoso 45% I.e. al 0.4%.
D. - Planta inoculada y tratada con ácido fosforoso 45% p.m. al 0.4%



Cuadro 2. Afección y mortalidad de plantas jóvenes de C. sinensis cv. "Pineapple" a los 21 días de ser inocula-
das con zoosporas de P. citrophthora y tratadas posteriormente con los formulados del ácido fosforoso z

z Inoculación durante 72 h. Densidad de inoculo: 4.105 zoosporas/ml

y Tratamiento fungicida inmediatamente después de la inoculación, sumergiendo el sistema radical durante 5 minutos
en la suspensión del fungicida

x Grado de afección: 0: ninguna raíz necrosada; 1: < 25% de raíces necrosadas; 2:25-50% de raíces necrosadas; 3: <
75% de raíces necrosadas; 4: 75-100% de raíces necrosadas. N° entre paréntesis: media de afección.

de plantas muertas), con ácido fosforoso
35% (Le.) a la dosis 0.4% (78%) y con ácido
fosforoso 45% (Le.) a la dosis 0.3% (87% de
mortalidad), si bien en todos los tratamientos
y para todos lo fungicidas no existieron dife-
rencias significativas. Todas las plantas
enfermas aparecieron amarillentas y con las
hojas enrolladas. Las plantas muertas total-
mente secas (Fig. Ib).

Los sistemas radicales de las plantas
jóvenes de naranjo dulce afectadas y tratadas
con fosetil-Al, presentaron una necrosis de
las raíces de grado 2 y todos ellos bastante
mermados. Las plantas muertas tenían todas
unas raíces con necrosis de grado 4 y total-
mente podridas. Las plantas tratadas con los
tres formulados del ácido fosforoso y que se
mostraron afectadas, sus sistemas radicales
eran muy reducidos y tenían la mayoría de
raíces podridas. Una necrosis de las raíces de
grados variables entre 2 y 3 fue contabiliza-
da. Las plantas muertas tenían todas grado 4
de necrosis de raíces, y totalmente podridos
sus sistemas radicales (Cuadro 2).

En ambas experiencias, las plantas testi-
go que no fueron inoculadas con zoosporas
de P citrophthora, pero sí tratadas con cada

uno de los formulados del ácido fosforoso a
la dosis más elevada, no mostraron síntomas
de fitotoxicidad. Por el contrario, las inocu-
ladas con zoosporas de este hongo y no
expuestas a tratamiento con los formulados
del ácido fosforoso, a los 6-8 días manifesta-
ron los síntomas de la enfermedad y todas
murieron (grado 4 de necrosis de las raíces).

DISCUSIÓN

El tratamiento con los formulados del
ácido fosforoso a las raíces de C. sinensis
cv. "Pineapple" ha conseguido detener el
desarrollo de P. citrophthora después de la
inoculación. Este compuesto se ha mostrado
efectivo en los tejidos corticales de las raí-
ces del naranjo dulce, impidiendo la infec-
ción de las zoosporas. Esto concuerda con lo
indicado por DAVIS (1981), TUSET et al.
(1984), COFFEY et al. (1984) y BOWER y
COFFEY (1985). Esta acción fungitóxica
positiva, únicamente se ha producido cuan-
do la aplicación de los formulados del ácido
fosforoso se realizó anteriormente (un inter-
valo de pocas horas) a la inoculación con las



zoosporas. Posiblemente, la necesidad de
alcanzar en el tejido cortical de las raíces un
nivel de H3PO3 suficiente para inhibir el cre-
cimiento miceliar sea la explicación. Van
DER MERWE et al. (1992) indican que el
H3PO3 no impide la germinación de las
zoosporas encistadas en las raíces de agua-
cate tratadas con este compuesto y GUEST
(1986) comprueba cambios microscópicos
en los tejidos corticales radicales de tabaco
tratados también con este compuesto, como
una respuesta a la infección de las zoospo-
ras. Ambos estudios resaltan la escasa o nula
incidencia directa del H3PO3 sobre las zoos-
poras y los cambios microscópicos en el
tejido cortical radical que impedirían el pro-
ceso de la infección y la posterior coloniza-
ción de Phytophthora spp. De hecho, en
nuestra experimentación, los tratamientos
con los formulados de H3PO3 posteriores
(con un intervalo de minutos) a la inocula-
ción con las zoosporas, resultaron ser total-
mente inefectivos y los sistemas radicales de
las plantas jóvenes de naranjo dulce apare-
cieron con una severa deteriorización, con
podredumbre y necrosis muy avanzadas, lo
que apoya lo observado por estos autores e
implica que, una vez germinadas las zoos-
poras e instaurados los tubos germinativos
en el tejido cortical sin la presencia o con un
nivel muy bajo de H3PO3, no se consigue la

detención del crecimiento miceliar y, con
ello, la colonización de las raíces no puede
ser impedida.

Es importante la cantidad de ácido fosfo-
roso que contenga el producto así como el
tipo de formulación. El fosetil-Al con un 80%
de producto activo y el formulado que conte-
nía el 45% de ácido fosforoso han demostra-
do ser los más activos en impedir la infección
de P. citrophthora. En cuanto a la formula-
ción, si bien no resultan totalmente determi-
nantes las formulaciones como polvo mojable
o líquido emulsionable, en nuestra experi-
mentación únicamente el producto presentado
como líquido emulsionable compitió en efica-
cia con el testigo superior (fosetil-Al).

Las plantas jóvenes de naranjo dulce cv.
"Pineapple" inoculados sus sistemas radica-
les con zoosporas recién liberadas de P.
citrophthora, una vez situadas en el inverna-
dero (HR entre 65-85%) y regadas semanal-
mente a la capacidad de campo, necesitaron
que las raíces presentaran un grado de necro-
sado 2-3, o sea, entre el 25-75% de pudrí -
ción, para visualizar externamente los sínto-
mas de la enfermedad y un grado 4, o sea,
entre 75-100% de podrido, para aparecer
muertas. Ninguna fitotoxicidad fue detectada
en las plantas jóvenes no inoculadas con
zoosporas y tratadas con la dosis más eleva-
da de ácido fosforoso.

ABSTRACT

TUSET, J. J., I. LAPEÑA, J. M. GARCÍA-MINA. 2003. Fungitoxic effect of phosphorous
acid in sweet orange on the zoospore infection of Phytophthora citrophthora. Bol. San.
Veg. Plagas, 29: 413-420.

The roots of the Citrus sinensis cv. "Pineapple" seedlings inoculated with zoospo-
res of Phytophthora citrophthora and treated with phosphorous acid and fosetyl-Al have
been perfectly protected of the fungus infection. This response was obtained when the
chemicals were applicated before (hours) of the zoospore inoculation. On the contrary,
when the fungicide treatment was realized subsequently (minutes) to the fungus inocu-
lation, the result was totally negative. The presence of the phosphorous acid in the cor-
tex tissues of the sweet orange roots before the introduction of the zoospore germ tubes
in these, it is necessary to inhibit the fungus development. These results, taking into
account that the phosphorous acid not inhibits the zoospore germination, suggest that the
host defence mechanisms, both morphological and chemical, contribute to phosphorous
acid activity. The active ingredient percentage and the formulation type influence in the
phosphorous acid content at the infection sites and permitting a defensive response of



the adjacent cells (possibly by cytoplasmic changes) to the fungus infection. No phyto-
toxicity was observed as consequence of phosphorous acid treatment.

Key words: Citrus sinensis cv. "Pineapple", fosetyl-Al, root treatment, root inocu-
lation, root rot and necrosis.
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