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Evaluación de la persistencia de
fungicidas cúpricos en hoja de olivo

Depende del producto empleado, la dosis y la distribución del mismo

En el presente trabajo se compara la
persistencia de varios fungicidas en
tres sistemas experimentales:
plantones y árboles con lavado por
Iluvia natural y hojas aisladas y
lavadas por inmersión en agua
desionizada. En los tres sistemas se
pone de manifiesto diferencias
significativas entre los distintos
productos.
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a aplicación de fungicidas cúpricos es una
práctica habitual del cultivo del olivo en Espa-
ña. Estos tratamientos van dirigidos al control
de las enfermedades foliares causadas por
hongos (micosis foliares), principalmente contra el Repilo

causado por Spilocaea oleagina, pero también contra la Antrac-
nosis o Aceituna jabonosa debida a Colletotrichum spp. y el Em-
plomado causado por Pseudocercospora cladosporioides. Estas
tres enfermedades, que en algunas comarcas olivareras andalu-
zas se conocen bajo la denominación común de "Vivo", "Vivillo" o
"Repilos", son responsables de graves pérdidas de cosecha y de
un debilitamiento progresivo de los árboles, debido a las intensas
defoliaciones que se producen en los olivos severamente afecta-
dos. Además, los fungicidas cúpricos están indicados contra los
ataques de la Tuberculosis causada por la bacteria Pseudomonas
savastanoi pv, savastanoi (TRAPERO Y BLANCO, 2001).

Los fungicidas cúpricos actúan como protectores, inhibiendo
la germinación de las esporas de los hongos o la multiplicación de
las bacterias a dosis bajas de cobre, e impidiendo así el estable-
cimiento de la infección. La eficacia de estos productos en cam-
po depende tanto de su efecto fungistático o bacteriostático, el
cual se relaciona directamente con el contenido en cobre, como
de la resistencia que ofrezcan al lavado por la Iluvia que es el prin-
cipal factor erosionante. Ello, unido a su baja fitotoxicidad en oli-
vo y la necesidad de mantener protegidas las hojas durante lar-
gos períodos de tiempo, ha motivado que sean habituales varios
tratamientos anuales con dosis de cobre relativamente elevadas
(TRAPERO Y BLANCO, 2001).

Los productos a base de cobre autorizados para el olivar en
España son muy variados, incluyendo diversas sales y formula-

ciones (hidróxidos, oxicloruros, óxidos y sulfatos), así como la
mezcla con fungicidas orgánicos de síntesis (LIÑÁN, 2002), lo
que supone un gasto anual superior a los 12 millones de euros
(2.000 millones de pesetas) (CAMPILLO, 1998). Ello sin conside-
rar el coste de la aplicación y el impacto ambiental, aunque este
último se supone bajo, como indica el hecho de que estén autori-
zados en la agricultura ecológica.

A pesar de la importancia de los fungicidas cúpricos en el oli-
var español, y de que su eficacia depende en gran medida de su
resistencia al lavado por Iluvia, éste es un parámetro desconoci-
do en los productos comercializados. Asimismo, son muy esca-
sas las investigaciones sobre este aspecto en el olivar. Los úni-
cos estudios publicados son los trabajos de Teviotdale et al.
(1989) en California y de Soriano y Porras (1994) en España. Los
primeros utilizaron una técnica analítica para medir el cobre en la
hoja de olivo y de esta forma poder determinar la pérdida de cobre
con el tiempo en varios tratamientos. Soriano y Porras (1994) pu-
sieron a punto un método, denominado "improntas" para estu-
diar la distribución y persistencia de los tratamientos cúpricos en
hojas de olivo. Este método se basa en la utilización del ácido ru-
beánico (ditioxamida), un reactivo ampliamente empleado en me-
dicina y veterinaria para detectar el cobre en los tejidos humanos
y animales (IRONS et al., 1977; THORNBURG et al., 1985). Apli-
cando esta sencilla técnica, el cobre depositado sobre las hojas
de olivo reacciona con el ácido rubeánico, que impregna un folio
de papel, formándose un precipitado de color oscuro que mancha
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el papel. Se obtiene así una huella o impronta, indicadora de la
presencia y distribución del fungicida cúprico, tanto en el haz
como en el envés de la hoja. La evaluación de la distribución del
cobre, de forma objetiva, se hace por transparencia, midiendo la
cantidad de luztransmitida a través de los folios de las improntas
(Soriano, 1998).

EI método de las improntas es una técnica cualitativa, y como
tal, permite establecer comparaciones entre dos estados dife-
rentes de distribución del fungicida cúprico sobre la superficie ve-
getal cubierta de fungicida ( Soriano, 1998). Aplicando sistemas
de visión artificial mediante técnicas de digitalización de imáge-
nes se puede cuantificar la distribución del fungicida sobre las ho-
jas y, portanto, esta técnica se puede aplicar, además para estu-
diar la persistencia de diversas formulaciones de fungicidas cú-
pricos en hojas de olivo ( Soriano, 1999). No obstante, no se co-
noce bien si la intensidad de la reacción ( impronta) se relaciona
exclusivamente con la concentración de cobre o si influyen otros
factores propios de la composición del producto. De hecho se ha
observado que para algunas formulaciones de cobre la reacción
no se expresa o da lugar a manchas apenas perceptibles. Por
ello, el empleo de esta técnica para cuantificar la persistencia de
un fungicida cúprico, requeriría una comprobación previa utilizan-
do una gradación de concentraciones de cobre de diversas for-
mulaciones comerciales de productos cúpricos.

Una limitación adicional de la utilización del método de las
improntas con fines cuantitativos es su umbral de detección.
Aceptando que la intensidad de la mancha (impronta) es pro-
porcional a la concentración de cobre, el umbral de detección
será la concentración mínima de cobre que produce una man-
cha detectable por técnicas ópticas. De las diversas técnicas
ópticas utilizadas para este fin, una de las más sensibles es la
espectroscopía de reflexión difusa ( Ghauch et al., 2000). La cur-
va de calibración obtenida con esta técnica estima un umbral de
detección de 5 x 10-4 M, equivalente a 31 ug Cu/ml ( Ghauch et
al., 2000). Esta cifra parece demasiado elevada si considera-
mos que la concentración de cobre que inhibe el 50% de la ger-
minación de las conidias de S. oleagina es inferior a 20 ug
Cu/ml en numerosos fungicidas cúpricos (Sánchez-Pacheco,
1999).

Otros métodos utilizados en la actualidad para estudiar la per-
sistencia y la distribución de fungicidas cúpricos en hojas de oli-
vo, se basan en el análisis espectral y de imagen obtenido por mi-
croscopía electrónica. Estas técnicas de visión artificial permiten

Lesiones necróticas iniciales en frutos afectados por las Aceitunas jabonosas.
(Colletotrichum gloeosporioides).
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Ref.l Materia activa Fortnulacibn^ Nombre comercial3

H1 Hidróxido cúprico 35% PM Kdos
H2 Hitlróxido cúprico 50% PM Kocide
OC1 Oxidoruro de cobre 38% SC Cuproflow Caffaro
OC2 Oxicloruro de cobre 50% PM Cuprosán 500
OC3 Oxicloruro de cabre 50% PM Oxicol-50
OC4 Oxicloruro de cobre 70% SC ZZ-Cuprocol
OCC Oxicloruro de cobre y calcio 16% PD Polvere Caffaro
OX1 Óxido cuproso 50% PM Cobre Sandoz
OX2 Óxido cuproso 75% PM Cobre Nordox Super
SC1 Sulfato cuprocálcico 20'% PM Bordeaux Caffaro
SC2 Sulfato cuprocálcico 20% PM LQ.V.
SCC Sulfato cobre comercial Piedra Azul
SCP Sulfato tle cobre puro Sulfato de Cu pentahidratado

' Ref.: Referencia:
` PM: Polvo mojable; SC: Suspensión concentrada; PD: Polvo dispersable aplicado como

polvo mojable.
3 Protluctos comerclalizados en el mercado español.

de forma rápida y precisa deterininar la calidad y persistencia de
los tratamientos, pero un elevado coste limita todavía su aplica-
ción de forma rutinaria para el olivar (Soriano, 1998; Villalba et
al., 2003).

Por todo ello, se ha planteado el presente trabajo cuyos obje-
tivos generales son poner a punto un método sencillo y reprodu-
cible para medir el contenido de cobre en hojas de olivo, determi-
nando la pérdida de cobre debida al lavado por Iluvia en diferen-
tes fungicidas cúpricos y su relación con otros métodos utilizados
para el mismo fin.

^

En los experimentos realizados se han utilizado fungicidas
con distintas materias activas, formulaciones y casas comer-
ciales, y dos sulfatos de cobre preparados en el laboratorio
(cuadro I).

Para comprobar la reacción de las improntas, se realizó una
prueba "in vitro" con diferentes fungicidas. La reacción se realizó
en papel de filtro, colocando una gota (2 pl) de la solución fungici-
da y otra gota (2 ul) de una solución de ácido rubeánico (ditioxa-
mida). A los cinco minutos ya se puede establecer la intensidad
de la reacción por la aparición de una mancha oscura. Las solu-
ciones fungicidas se prepararon a una concentración inicial de co-
bre de 2000 mg/I (equivalente a 31,5 mM), y a partir de éstas se
prepararon soluciones de menor concentración mediante las di-
luciones correspondientes. EI ácido rubeánico se preparó disol-
viendo 0,5 g del producto en 100 ml de etanol 96% (concentra-
ción equivalente a 41,7 mM). Con algunos fungicidas se probó
además la reacción en hoja, siguiendo un procedimiento similar
al descrito por Soriano (1996) en el que las hojas tratadas con el
fungicida se prensaban con un papel de filtro impregnado con áci-
do rubeánico.

Para los estudios de persistencia de fungicidas, la cantidad
de cobre en hoja se determinó mediante extracción con ácido. La
muestra de hojas, una vez pesada en fresco, se sumerge en 0,1
N HCI durante 3 días. Posteriormente se agita y se torna una
muestra de solución en la que se analiza la concentración de Cu
mediante Espectrofotometría de Absorción Atómica. Normalmen-
te la muestra fue de tres hojas y se sumergía en 7 ml de HCI, sal-
vo en el experimento con árboles de campo en el que se sumergí-
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Muestreo

Tratamlento LO (pg Cu/g PF) L1 (% do LO) L2 ( `Yo de LOp L3 (% de LO)

H2 606 a 70 a 20 cd 9 c
OC1 588 a 73 a 49 a 42 a
OC2 651 a 69 a 40 ab 24 b
OC3 426 b 61 a 28 bc 19 b
OCC 379 b 57 a 16 d 8 c
OX1 663 a 77 a 28 bc 16 bc

SC1 612a 71a 45a 22b
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Muestreo

Tratamiento Inicial 1h 3h 9h 24h
LO (pg Cu/g PF) l1 (% de LO) L2 (% de LO) L3 ( '% de LOj L4 (% de LO}

H1 446a 21d 14c 8b 6d
OC1 303 b 63 ab 34 a 15 a 15 a
OC3 377 ab 44 c 20 bc 8 b 8 c
OX1 330 b 76 a 36 a 18 a 11 b
SC2 464 a 58 bc 27 ab 15 a 16 a

* Miligramos de cobre por gramos de peso fresco de hoja.

an diez hojas en 25 ml de HCI. La cantidad de Cu se expresa fi-
nalmente como ug/g peso fresco hojas.

Se han realizado tres tipos de experimentos: con plantones,
con hojas aisladas y con árboles de campo. En los dos primeros
se utilizaron plantones de un año del cultivar Picual y en el terce-
ro, árboles adultos del cultivar Hojiblanca de una plantación del
CIFA de Cabra ( Córdoba). Todos los fungicidas se aplicaron a la
misma dosis de Cu, 2000 mg/I, mediante pulverización con pis-
tola de presión o con mochila a motor en los árboles de campo.
Para el tratamiento de las hojas aisladas, éstas se desprendían
de los plantones y se disponían horizontalmente sobre papel de
filtro con el haz hacia arriba.

La persistencia en plantones y árboles se evaluó frente al la-
vado por Iluvia natural. Con hojas aisladas se utilizó un lavado por
inmersión en matraces con agua desionizada (tres hojas en 100
ml), colocados en un agitador orbital a 150 rpm. EI contenido de
Cu se determinó en varios momentos: un muestreo previo a los
tratamientos para confirmar que el nivel de partida era bajo, un
muestreo tras la aplicación fungicida (LO) para determinar la can-
tidad depositada, y muestreos posteriores al lavado (L1, L2, ...)
para determinar el porcentaje de Cu remanente.

En el experimento con plantones se trataron cinco plantones
con cada fungicida, tomándose en cada muestreo tres hojas por
plantón para la extracción con ácido. En el ensayo con árboles se
trataron seis árboles con cada fungicida, en un diseño de bloques
al azar, tomándose en cada muestreo diez hojas por árbol. En el
ensayo con hojas aisladas la unidad de muestreo fue de tres ho-
jas, utilizando cuatro repeticiones por tratamiento y tiempo de la-
vado.
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Se realizaron análisis de varianza con el programa Statistix
(ANALYTICAL SOFTWARE, 2000), transformando en su caso los
valores de porcentaje de permanencia mediante la función arco
seno de la raíz cuadrada. Las comparaciones de medias se reali-
zaron según el test MDS (mínima diferencia significativa) protegi-
do de Fisher, al nivel de probabilidad del 5% (STEEL Y TORRIE,
1985).

® '_,

Las pruebas de la reacción "in vitro" de los fungicidas con el
ácido rubeánico, muestran que hay diferencias importantes en-
tre productos en el intervalo de concentraciones probado. La in-
tensidad de la reacción disminuye al disminuir la concentración,
y es mayor en las formulaciones que presentan mayor solubili-
dad del Cu. Así, tras probar algunas de las formulaciones que
aparecen en la cuadro I, la intensidad fue mayor con los sulfa-
tos (SCP y SCC), seguida por los hidróxidos, óxidos y sulfato cu-
procálcico (H1, H2, OX1, OX2, y SC1) y finalmente por los oxi
cloruros (OC1, OC2 y OC4). Con algunos fungicidas se realiza-
ron además pruebas de "improntas", con hojas de olivo trata-
das con una concentración de cobre de 2000 mg/I y papel de
filtro impregnado con ácido rubeánico (figura 1). Los resultados
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Muestreo

Tratamiento LO (pg Cu/g PF) L1 ( "^ de LO) L2 (ih de LO)

H1 311a 60a 25a

H2 360 a 59 ab 32 a

OC1 314a 73a 39a

OC2 285 a 63 a 27 a

OCC 287 a 42 b 28 a

OX1 335 a 63 a 24 a

SC1 251 a 70 a 39 a
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confirman lo obtenido en las pruebas "in vitro", siendo la inten-
sidad de la reacción mayor con el sulfato de cobre (SCP), segui-
da porel hidróxido (H1) yfinalmente con intensidad muy baja del
óxido y del oxicloruro (OX2 y OC1).

En el ensayo con plantones se compararon siete fungici-
das, aplicados al principio de mayo de 2002 y a una concen-
tración de Cu de 2000 mg/I (cuadro II). Después de una se-
mana del tratamiento, en la que los plantones se mantuvieron
en invernadero protegidos de la Iluvia, se realizó el primer
muestreo (LO) y se trasladaron los plantones al aire libre. Los
siguientes muestreos (L1, L2 y L3) se realizaron a los 25, 146
y 226 días del tratamiento, tras haberse registrado pluviome-
trías de 17,6; 123,2 y 332,4 mm, respectivamente. La canti-
dad de Cu depositada inicialmente (LO), varió según el fungici-
da entre 379 (OCC) y 663 (OX1) ug/g de hoja. EI porcentaje de
Cu remanente tras varios periodos de Iluvia fue disminuyendo
progresivamente, existiendo diferencias entre fungicidas so-
bre todo en L2 y L3. Como fungicidas más persistentes cabe
destacar a OC1, OC2 y SC1, que en L2 tenían valores iguales o
superiores al 40% del Cu inicial. En L3, los valores correspon-
dientes disminuyen, pero OC1 todavía mantiene valores por en-
cima del 40%. Como fungicidas menos persistentes destacan
H2 y OCC, que en L2 tenían valores iguales o inferiores al 20%
y en L3 bajan a menos del 10%.

La persistencia también se evaluó con un procedimiento
más simple, en el que hojas aisladas se trataban con los fun-
gicidas y posteriormente se lavaban en matraces con agua de-
sionizada. Se comparó la persistencia de cinco fungicidas, apli-
cados a una concentración de Cu de 2000 mg/I (cuadro III).
Las hojas tratadas perrnanecieron secándose durante tres
días antes de proceder a los lavados durante periodos de 1, 3,
9 y 24 horas. Para cada tratamiento y periodo de lavado se uti-
lizaron cuatro repeticiones con muestras de tres hojas diferen-
tes para cada caso. La cantidad de Cu depositada inicialmente
(LO) varió entre 303 (OC1) y 464 (SC2) ug/g de hoja. EI por-
centaje de Cu remanente tras los lavados disminuyó progresi-
varnente, sobre todo hasta las tres horas de lavado y práctica-
mente sin diferencias entre 9 y 24 horas de lavado. Hubo dife-
rencias de persistencia entre fungicidas, que se aprecian me-
jor tras los lavados de 1 y 3 horas. Como fungicidas más per-
sistentes destacaron OX1 y OC1, que tras 1 hora de lavado re-
tenían más del 60% del Cu inicial y tras 3 horas de lavado
tenían valores superiores al 30%. Como fungicidas menos per-
sistentes destacaron H1 y OC3, que tras 1 hora de lavado re-
tenían menos del 45%, tras 3 horas valores iguales o inferiores
al 20% y tras 9 horas valores inferiores al 10%.

En el experimento realizado en campo con árboles adultos
se comparó la persistencia de siete fungicidas, aplicados a
una concentración de Cu de 2000 mg/I ( cuadro IV). Los trata-
mientos se aplicaron al principio de noviembre, realizándose el
primer muestreo (LO) al día siguiente. Los muestreos posterio
res (L1 y L2) se realizaron a los 63 y 178 días del tratamiento,
tras registrarse pluviometrías de 140,7 y 381,2 mm, respecti-
vamente. La cantidad de Cu depositada en las hojas varió en-
tre 251 (SC1) y 360 (H2) ug/g de hoja. EI porcentaje de Cu re-
manente disminuyó tras los periodos de Iluvia, existiendo dife-
rencias entre fungicidas, sobre todo en L1. Como fungicidas
más persistentes destacaron OC1 y SC1, que en L1 retenían el
70% ó más del Cu inicial. EI fungicida de menor persistencia
fue el OCC. que en L1 retenía menos del 45%.

Pura Tecnología
en Sembradoras Neumáticas,
Sembradoras Convencionales
y Abonadoras.
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Aceitunas de la variedad "Verdial de Huevar" afectadas de Emplomado.
(Pseudocercospora cladosporioides).

/

EI efecto protector de los fungicidas cúpricos de contacto de-
pende de la cantidad y distribución de cobre sobre la hoja. La per-
sistencia de estos fungicidas es por tanto un factor importante y
que sin embargo ha sido poco estudiado. EI método de las im-
prontas (Soriano Y Porras, 1994; Soriano, 1996) se ha aplicado
al olivo, en experimentos con plantones y con árboles, mostrando
que la persistencia frente al lavado por Iluvia seguía una curva ex-
ponencial decreciente. Sin embargo, no se encontraron diferen-
cias significativas entre fungicídas con diversas materias activas
(oxicloruro de cobre, óxido cuproso y sulfato de Cu neutralizado).
Además, en pruebas posteriores se han encontrado resultados
inconsistentes, sobre todo por falsos negativos con algunos fun-
gicidas que apenas daban señal en las improntas. En el presente
trabajo se comprobó que la reacción con el ácido rubeánico, tan-
to "in vitro" como en impronta, dependía del fungicida, estando
posiblemente relacionada con la solubilidad del Cu.

Un método alternativo para estudiar la persistencia es la de-
terminación analítica del contenido de Cu en hoja. Teviotdale et
al. (1989) aplicaron este método en experimentos con árboles
de olivo tratados con diferentes fungicidas. Sus resultados
muestran que el % de Cu retenido disminuía con el tiempo, so-
bre todo en el año más Iluvioso, y que había diferencias entre
fungicidas. Formulaciones al 50% Cu en óxido cuproso o sulfato
cuprocálcico 20% resultaron las más persistentes, mientras
que productos en forma de hidróxido cúprico 53% estuvieron en-
tre los menos persistentes.

En el presente trabajo se utilizó una metodología similar,
comparando la persistencia de varios fungicidas en tres siste-
mas experimentales: plantones y árboles con lavado por Iluvia
natural y hojas aisladas lavadas por inmersión en agua desioni-
zada. En los dos primeros casos la pérdida de Cu se relaciona
con la cantidad de Iluvia, mientras que en el tercero lo hace con
el número de horas de inmersión. Este último método presenta
ventajas sobre los anteriores, ya que no depende de la pluvio-
metría, se realiza en condiciones más controladas y reproduci-
bles, supone menos tiempo y esfuerzo y la intensidad del lava-
do se puede ajustar con facilidad.

En los tres sistemas se han puesto de manifiesto diferen-
cias significativas de persistencia entre fungicidas ( cuadros II,
III y IV). EI OC1 se ha mostrado como uno de los más persis-

tentes, mientras que el OCC ha sido de los menos persistentes
en los tres sistemas. Estos resultados indican que las diferen-
cias de persistencia son similares en los tres sistemas, aunque
para confirmarlo sería necesario ampliar los estudios con un nú-
mero mayor de fungicidas. Por otra parte cabe señalar que fren-
te a la buena persistencia de OC1, este fungicida da baja inten-
sidad de reacción con el ácido rubeánico, lo que podría condu-
cir a resultados inconsistentes cuando se emplea el método de
las improntas.

Debido a las ventajas señaladas del sistema con hojas se-
paradas, éste parece indicado para una primera etapa de colr^-
paración de un número amplio de fungicidas. En una etapa pos-
terior sería conveniente establecer comparaciones en campo
para contrastar diferencias, ya que en las condiciones naturales
pueden intervenir otros factores adicionales. Igualmente sería
interesante identificar las características que promueven mayor
persistencia y que podrían relacionarse con la materia activa,
formulación y tipo de aditivos.
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