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Efecto fungitéxico del acido fosforoso en naranjo dulce a
la infeccion con zoosporas de Phytophthora citrophthora

J. J. TUSET, 1. LAPERNA, J. M. GARCIA-MINA

INTRODUCCION

Los sisternas radicales de plantas jévenes de Citrus sinensis cv. “Pineapple” inocu-
ladas con zoosporas de Phytophthora citrophthora y tratados con formulados del dcido
fosforoso y fosetil-Al han sido protegidos completamente de la infeccién de este hongo.
Esto se ha producido cuando la aplicacién de los productos se efectué antes (horas) de
la inoculacién de las zoosporas. Por el contrario, cuando el tratamiento fungicida se rea-
liz6 posteriormente (minutos) a la inoculacién del hongo, el resultado fue totalmente
negativo. La presencia del 4cido fosforoso en los tejidos corticales de las raices de naran-
jo dulce antes de la introduccioén de los tubos germinativos de las zoosporas es necesa-
ria para inhibir el desarrollo del hongo. Estos resultados, teniendo en cuenta que el 4cido
fosforoso no inhibe la germinacién de las zoosporas, estdn a favor de la intervencién de
mecanismos de defensa de la planta, tanto morfolégicos como quimicos, en la actividad
del 4cido fosforoso. El porcentaje de producto activo y el tipo de formulaci6n, influyen
en la cantidad de 4cido fosforoso presente en los puntos de infeccién y, con ello, en la
respuesta de los tejidos corticales a la infeccién fingica. Ninguna fitotoxicidad fue
observada debida al 4cido fosforoso.
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cales, exudados gomosos, chancros cortica-
les, etc.) que deben ser siempre considerados

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

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 basales de los tallos y los
frutos (TUSET et al., 1984). Ademads la hume-
dad, especialmente el agua libre, es necesa-
ria para la formaci6n de los esporangios y la
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liberacién de las zoosporas (MOKHTAR Yy
BUTLER, 1968). Estas dltimas constituyen el
principal 6érgano de infeccién de estos hon-
gos (HICKMAN, 1970). Estos factores condi-
cionan el proceso de la infeccién 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-
liz6 en naranjo por primera vez en Francia en
al afio 1976 (FROSSARD et al., 1977) y, a par-
tir de entonces, es de los fungicidas mas uti-
lizados en citricos para combatir las enfer-
medades causantes de la “podredumbre del
cuello” y la “gomosis” (TUSET, 1987; CHaA-
TENET et al., 1988). El metabolito activo de
este compuesto es el dcido fosforoso
(H3PO3), que se dispone en los lugares o
puntos de infeccion alcanzando concentra-
ciones suficientes para inhibir el crecimiento
miceliar de Phytophthora sp. en los tejidos
vegetales (FENN y COFFEY, 1985). La presen-
cia de H;PO; suscita la intervencién de
mecanismos de defensa de la planta median-
te la produccién de fitoalexinas en la zona de
la infeccién fiingica que serian las posibles
responsables de la inhibicién miceliar (SAIN-
DRENAN y BOMPEIX, 1986). No obstante, el
mecanismo empleado por el fosetil-Al o el
acido fosforoso para inducir la acumulacién
de fitoalexinas en los tejidos infectados no
estd todavia esclarecido.

“In vivo”, las zoosporas como inéculo
han intervenido en algunos ensayos, espe-
cialmente para conocer la respuesta, tanto
morfoldgica como fisioldgica, a la infeccién
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 citricos (FARH et al., 1981;
TUSET et al., 1984), notdndose claramente
una insuficiencia de conocimientos en la
relacién agente patégeno-fungicida, tenien-

do como sustrato tejido vivo de planta citri-
ca y como drgano de infeccién la zoospora.

En el trabajo que presentamos, se ha
estudiado la actividad fungitéxica desarro-
llada in vive por el dcido fosforoso (H3PO3)
sobre P. citrophthora (Smith & Smith) Leo-
nian, teniendo como hospedante plantas
joévenes de naranjo dulce y las zoosporas
como tunico 6rgano de infeccién de este
hongo.

MATERIAL Y METODOS
Plantas

Se han empleado plantas jovenes 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 silice (30%) y esterilizado
con vapor de agua recalentado.

Hongo

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

Inéculo empleado

El inéculo del hongo para la experimen-
tacién estuvo siempre formado por zoospo-
ras. Estas se obtuvieron a partir de micelio
crecido durante 6-7 dias en un medio agar +
vegetales, compuesto por extracto de diver-
sos vegetales 200 gr, CaCO4 3 gr, agar 17 gr
y agua destilada hasta completar 1000 cc.
Posteriormente, este micelio se sumergié
en extracto de suelo al 1% durante 4-5 dias
a 24 °C para fomentar la produccién de los
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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 liberacién de las
zoosporas, Esta fueron valoradas mediante
un hemacitémetro “Thoma”.

Fungicidas

Se han experimentado tres formulados
del 4cido fosforoso suministrados por la
firma Inabonos S.A., uno (llamado P1) con
una concentracién del 35% y formulado
como liquido emulsionable (l.e.) y dos (lla-
mados P2 y P3) con una concentracién del
45% y formulados como l.e. (P2) y como
polvo mojable (p.m.) (P3) respectivamente.
También en la experimentacién se ha incor-
porado como testigo superior el fosetil-Al
(tris-O-etil fosfonato de aluminio) a la con-
centracién del 80% y formulado como p.m.

Los formulados del acido fosforoso (P1,
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 evaluacién de la actividad in vivo de
estos productos fue estudiada mediante dos
tipos de experiencias:

A) Tratamiento fungicida seguido de la ino-

culacion del hongo

Los sistemas radicales de las plantas
jévenes 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 desecacién de las
raices 4 h y, posteriormente, se inocularon
con zoosporas recién liberadas del aislado
del hongo, manteniéndolos 72 h en la sus-
pensién en extracto de suelo conteniendo
4.105 zoosporas/ml. Una vez inoculadas las

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

B) Inoculacion del hongo seguido del trata-
miento fungicida

Los sistemas radicales de las plantas
jovenes de naranjo dulce se inocularon
sumergiéndolos 72 h en la suspensién 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 4cido fosforoso y fosetil-Al durante 5
minutos. Una vez eliminado el exceso de
fungicida mediante un buen escurrido, las
plantas asi tratadas se plantaron en macetas y
se situaron en el invernadero.

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

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

RESULTADOS

Tratamiento fungicida seguido de la ino-
culaciéon del hongo

Cuando la aplicacién de los fungicidas
fue anterior a la inoculacién con zoosporas
del hongo, el fosetil-Al fue totalmente efec-
tivo, no produciéndose ningtin tipo de afec-
ci6n en las plantas de naranjo dulce. Cuando
las plantas jovenes se trataron con &cido
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Cuadro 1. Afeccién y mortalidad de plantas jévenes de C. sinensis cv. “Pineapple” a los 21 dias de ser tratadas
con los formulados del dcido fosforoso e inoculadas posteriormente con zoosporas de P. citrophthora Z

Tratamiento y dosis (p.c.)Y

% plantas afectadas

% plantas muertas Afecci6n del sistema

radical *

Testigo (no tratado) 100 100 4
Fosetil-Al al 0.3% 0 0 0-1(0.4)
Formulado P1 al 0.3% 66.67 0 2-4 (3.1)
“ Pl al 0.4% 57.14 0 1-4 (2.6)
Formulado P2 al 0.3% 0 0 0-1(0.7)
“ P2al 0.4% 0 0 0-1(0.6)
Formulado P3 al 0.3% 83.33 0 1-4 (2.8)
“ P3al 0.4% 85.71 0 2-4(2.6)

z Inoculacién con zoosporas 4 h después del tratamiento fungicida. Tiempo de inoculacién: 72 h. Densidad de inéculo:

4.105 zoosporas/ml

¥ Tratamiento por inmersién del sistema radical durante 5 minutos en la suspensi6n del fungicida

* Grado de afeccién: 0: ninguna raiz necrosada; 1: £ 25% de raices necrosadas; 2:25-50% de raices necrosadas; 3: < 75%
de raices necrosadas; 4: 75-100% de raices necrosadas. N° entre paréntesis: media de afecci6n.

fosforoso al 35% (l.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 afeccién disminuyé 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 acido fosforoso al 45% (l.e.),
todas las plantas jovenes aparecieron sanas,
aunque las tratadas a la dosis 0.4%, tuvieron
un menor crecimiento que las testigo. No
obstante, en el tratamiento con el dcido 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%, mostrandose en ambos casos,
todas las plantas amarillentas, pero no conta-
bilizdndose ninguna muerta (Fig. 1a).

Los sistemas radicales de las plantas tra-
tadas con fosetil-Al mostraron sélo peque-
fios indicios de necrosis. Las plantas tratadas
con 4cido fosforoso al 35% (l.e.) a la dosis
de 0.3% y consideradas como sanas, tenian
indicios de podredumbre en sus raices y su
sistema radical resulté ser mds pobre que el
de las plantas testigo. Las plantas con sinto-
mas de afeccién presentaban un necrosado
de raices de grado 4, apareciendo todas com-
pletamente podridas. A la dosis 0.4%, las

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

Inoculaciéon con el hongo y posterior tra-
tamiento fungicida

En los siete tratamientos con dcido fosfo-
roso, la infeccién con zoosporas causé un
100% de plantas enfermas cuando los fungi-
cidas fueron aplicados después de la inocu-
laciéon (Cuadro 2). En todos los casos se
obtuvo una mortalidad del 100%, excepto en
el tratamiento realizado con fosetil-Al (89%
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Figura 1. Efecto de formulados del dcido fosforoso sobre P. citrophthora en plantas jovenes de C. sinensi “Pineapple”.
a) Tratamiento fungicida seguido de la inoculacién con zoosporas.
b) Inoculacién con zoosporas y posterior tratamiento fungicida.

Planta inoculada y no tratada con fungicida.

Planta no inoculada y tratada con fungicida.

Planta inoculada y tratada con Fosetil-Al al 0.3%.

Planta inoculada y tratada con dcido fosforoso 35% l.e. al 0.4%.

Planta inoculada y tratada con dcido fosforoso 45% l.e. al 0.4%.

Planta inoculada y tratada con dcido fosforoso 45% p.m. al 0.4%

.U.(-:'gj.:bo_]:-]
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Cuadro 2. Afeccién y mortalidad de plantas jévenes de C. sinensis cv. “Pineapple” a los 21 dias de ser inocula-
das con zoosporas de P. citrophthora y tratadas posteriormente con los formulados del dcido fosforoso =

Tratamiento y dosis (p.C.)Y

% plantas afectadas

% plantas muertas Afeccién del sistema

radical X
Testigo (no tratado) 100 100 4
Fosetil-Al al 0.3% 100 88.9 2-4 (3.8)
Formulado P1 al 0.3% 100 100 4
“ Pl al 0.4% 100 77.8 2-4 (3.6)
Formulado P2 al 0.3% 100 87.5 2-4 (3.8)
“ P2 al 0.4% 100 100 4
Formulado P3 al 0.3% 100 100 4
“ P3 al 0.4% 100 100 3-4(3.9)

z Inoculacién durante 72 h. Densidad de in6culo: 4.105 zoosporas/ml

¥ Tratamiento fungicida inmediatamente después de la inoculacién, sumergiendo el sistema radical durante 5 minutos

en la suspension del fungicida

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

de plantas muertas), con 4cido fosforoso
35% (l.e.) ala dosis 0.4% (78%) y con acido
fosforoso 45% (l.e.) 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. 1b).

Los sistemas radicales de las plantas
j6venes de naranjo dulce afectadas y tratadas
con fosetil-Al, presentaron una necrosis de
las raices de grado 2 y todos ellos bastante
mermados. Las plantas muertas tenfan todas
unas raices con necrosis de grado 4 y total-
mente podridas. Las plantas tratadas con los
tres formulados del dcido fosforoso y que se
mostraron afectadas, sus sistemas radicales
eran muy reducidos y tenfan la mayoria de
raices podridas. Una necrosis de las raices de
grados variables entre 2 y 3 fue contabiliza-
da. Las plantas muertas tenfan todas grado 4
de necrosis de raices, 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 si tratadas con cada

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

DISCUSION

El tratamiento con los formulados del
acido fosforoso a las raices de C. sinensis
cv. “Pineapple” ha conseguido detener el
desarrollo de P. citrophthora después de la
inoculacién. Este compuesto se ha mostrado
efectivo en los tejidos corticales de las rai-
ces del naranjo dulce, impidiendo la infec-
cién de las zoosporas. Esto concuerda con lo
indicado por Davis (1981), TUSET et al.
(1984), CoOFFEY et al. (1984) y BOWER y
Correy (1985). Esta accién fungitdxica
positiva, inicamente se ha producido cuan-
do la aplicacién de los formulados del 4cido
fosforoso se realiz6 anteriormente (un inter-
valo de pocas horas) a la inoculacién con las
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zoosporas. Posiblemente, la necesidad de
alcanzar en el tejido cortical de las raices un
nivel de H,PO, suficiente para inhibir el cre-
cimiento miceliar sea la explicacién. Van
DER MERWE et al. (1992) indican que el
H,;PO; no impide la germinacién de las
zoosporas encistadas en las raices de agua-
cate tratadas con este compuesto y GUEST
(1986) comprueba cambios microscépicos
en los tejidos corticales radicales de tabaco
tratados también con este compuesto, como
una respuesta a la infeccién de las zoospo-
ras. Ambos estudios resaltan la escasa o nula
incidencia directa del H;PO; sobre las zoos-
poras y los cambios microscépicos en el
tejido cortical radical que impedirian el pro-
ceso de la infeccién y la posterior coloniza-
cién de Phytophthora spp. De hecho, en
nuestra experimentacién, los tratamientos
con los formulados de H,;PO, posteriores
(con un intervalo de minutos) a la inocula-
cién con las zoosporas, resultaron ser total-
mente inefectivos y los sistemas radicales de
las plantas jévenes de naranjo dulce apare-
cieron con una severa deteriorizacién, con
podredumbre y necrosis muy avanzadas, lo
que apoya lo observado por estos autores e
implica que, una vez germinadas las zoos-
poras ¢ instaurados los tubos germinativos
en el tejido cortical sin la presencia o con un
nivel muy bajo de H,PO;, no se consigue la

ABSTRACT

detencién del crecimiento miceliar y, con
ello, la colonizacién de las raices no puede
ser impedida.

Es importante la cantidad de 4cido fosfo-
roso que contenga el producto asi como el
tipo de formulacién. El fosetil-Al con un 80%
de producto activo y el formulado que conte-
nia el 45% de 4cido fosforoso han demostra-
do ser los mas activos en impedir la infeccién
de P. citrophthora. En cuanto a la formula-
cidn, si bien no resultan totalmente determi-
nantes las formulaciones como polvo mojable
o liquido emulsionable, en nuestra experi-
mentacién inicamente el producto presentado
como liquido emulsionable compitié en efica-
cia con el testigo superior (fosetil-Al).

Las plantas jévenes 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 raices presentaran un grado de necro-
sado 2-3, o sea, entre el 25-75% de pudri-
cién, para visualizar externamente los sinto-
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 jovenes no inoculadas con
zoosporas y tratadas con la dosis més eleva-
da de 4cido fosforoso.

Tusker, J. J., I. LAPENA, J. M. GARCia-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
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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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