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Control in vitro de Colletotrichum gloeosporioides aislado
de la pitaya amarilla de Huambo (Selenicereus megalanthus)

In vitro control of Colletotrichum gloeosporioides isolated
from the yellow pitaya of Huambo (Selenicereus megalanthus)
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RESUMEN

Este ensayo tuvo como objetivo evaluar el control in vitro de Colletotrichum gloeosporioides aislado de la pitaya amarilla de
Huambo (Selenicereus megalanthus). En laboratorio se estudiaron 5 tratamientos: [T1 = Serenade ASO (2%0), T2 = EM-1 (5%o),
T3 = EM-1 (10%0), T4 = Silvacur Combi 30 EC (2,0%0) y TS = Testigo (sin fungicida)]. Serenade ASO es un fungicida biologico
que contiene la cepa QST 713 de Bacillus amyloliquefaciens y para el uso del EM-1, el producto fue activado siguiendo un protocolo
previamente establecido. Para la prueba in vitro se utiliz6 la técnica del alimento envenenado, se trabajé con una temperatura
de incubacién de 25 °C y se midi6 el crecimiento radial del patégeno a los 2, 5, 7 y 9 dias, después de la siembra. El fungicida
biolégico Serenade ASO (2%o) inhibié completamente el crecimiento micelial de C. gloeosporioides. El efecto fue similar al del
fungicida convencional Silvar combi (2%o), es decir, ambos tuvieron una eficacia del 100%. El EM-1 (10%o) tuvo una eficacia del
89%, permitiendo un crecimiento de medio a alto del hongo. Serenade ASO y EM-1 se mostraron como productos alternativos a
los fungicidas convencionales para el control de la antracnosis en pitaya.
Palabras clave: antracnosis, control bioldgico, control quimico, pitaya, Perd.

ABSTRACT

The study was done to evaluate the in vitro control of Colletotrichum gloeosporioides, isolated from the Huambo yellow pitaya
(Selenicereus megalanthus). In the laboratory, 5 treatments were studied [T1 = Serenade ASO (2%c), T2 = EM-1 (5%o), T3 = EM-1
(10%c), T4 = Silvacur Combi 30 EC (2.0%0) and TS5 = Control (without fungicide)]. Serenade ASO, is a biological fungicide that
contains the Bacillus amyloliquefaciens strain QST 713 and for the use of EM-1, the product was activated following a previously
established protocol. For the in vitro test, the “Poisoned food technique” was used, an incubation temperature of 25 °C was used
and the radial growth of the pathogen was measured at 2, 5, 7 and 9 days after sowing. The biological fungicide, Serenade ASO
(2%¢), completely inhibited the mycelial growth of C. gloeosporioides, the effect was similar to that of the conventional fungicide
Silvar combi (2%o), that is, both had an efficacy of 100%. EM-1 (10%c), had an efficiency of 89%, allowing a medium to high
growth of the fungus. Serenade ASO and EM-1 were shown as alternative products to conventional fungicides for the control of
“anthracnose” in pitaya.
Key words: anthracnose, biological control, chemical control, pitaya, Peru.

Introduccién las regiones tropicales y subtropicales. Debido a su
importancia cientifica y econémica, las especies
de Colletotrichum ocupan el octavo lugar en la

clasificaciéon mundial de patégenos de plantas

El hongo Colletotrichum spp. es responsable
de la enfermedad conocida como antracnosis en

mas de 100 especies de plantas cultivadas a nivel
mundial, destinadas a la produccién de alimentos,
fibras y forrajes (Rojo et al., 2017). Es un hongo de
distribucién cosmopolita y con predominancia en

(Dean et al., 2012). Este patégeno afecta a varios
frutales de importancia econémica como las anonas,
citricos, guayaba, palto, papaya y camu camu
(Julca-Otiniano et al., 2005; Pérez y Lannacone,

I Grupo de Investigacién en Agricultura y Desarrollo Sustentable en el Trépico Peruano. Facultad de Agronomia. Departamento
de Fitotecnia. Universidad Nacional Agraria La Molina. Lima, Peru.

*  Autor para correspondencia: lealvarado@lamolina.edu.pe

Fecha de Recepcion: 26 de enero, 2022.
Fecha de aceptacion: 3 de marzo, 2022.



76 IDESIA (Chile) Volumen 40, N° 3, Septiembre, 2022

2006). El hongo, en general, produce dafios en
hojas, ramas jévenes y muy jovenes, inflorescencias
y frutos. Los sintomas tipicos de la infeccién por
Colletotrichum sp. son lesiones semicirculares
con hundimiento en forma de anillos concéntricos
donde se producen masas de conidias dentro de
un acérvulo (Rojo et al., 2017).

En la pitaya, la antracnosis es considerada como
una enfermedad muy perjudicial que afecta tanto
a la planta como al fruto (Valencia et al., 2013),
constituyendo un factor limitante para el desarrollo
del cultivo en los trépicos, debido al incremento de
los costos de produccién y las pérdidas que ocasiona
en la calidad de la fruta (Murcia et al., 2013). En
San Ramén-Chanchamayo (Pert), Villachica et al.
(2014) registraron incidencias superiores a 50%
de antracnosis durante un afo, causadao por C.
gloeosporioides en cladodios de pitaya amarilla. En
muchos casos las pérdidas son superiores al 80%
de la produccién cuando no se realiza un manejo
adecuado de la enfermedad. Se ha reportado a C.
gloeosporioides afectando a varias especies de
pitayao pitahaya como Selenicereus megalanthus
(Murcia et al., 2013), S. undatus (Taba et al.,
2006), Hylocereus polyrhizus (Awang et al., 2010),
H. megalanthus (Takahashia et al., 2008) y H.
undatus (Taba et al., 2006; Masyahit et al., 2009).
Los sintomas de la antracnosis causados por este
hongo en pitaya o pitahaya han sido descritos en
el tallo y en los brotes como manchas necréticas
redondeadas con apariencia de un cancro. En cambio
en el fruto, el sintoma se presenta como una lesién
amarillenta a parda de consistencia blanda. La
enfermedad se expande desde la base del fruto y
en estados avanzados puede observarse estructuras
del hongo (Murcia et al., 2013).

Para el control de la antracnosis se han sugerido
diferentes métodos, y en especial el control quimico,
que usado racionalmente es una de las alternativas
mas eficaces (Julca-Otiniano et al., 2005). En
este sentido, se han probado varios fungicidas
para el control de la antracnosis en distintos
cultivos, entre ellos, la azoxistrobina, benomil,
boscalid + piraclostrobina, captan, imazalil,
prochloraz, miclobutanil, difenoconazol, propineb y
tebuconazole - triadimenol (Gutiérrez-Alonso et al.,
2003; Tavares y Souza, 2005; Pérez y Iannacone,
2006). Pero la presion regulatoria respecto a los
agroquimicos, su efecto en la salud humana y el
medio ambiente, es una preocupacion latente. Por
estarazon, en los dltimos afios el control biolégico

ha sido investigado como una alternativa eficaz para
el control de patégenos, usando microorganismos
como bacterias, hongos, levaduras antagonistas e
inclusive extractos de vegetales (Hu et al., 2010;
Cawoy et al., 2014; Dimkic et al., 2017).

El uso de bacterias del género Bacillus ha
demostrado tener actividad antagénica contra
diversos microorganismos fitopatogenos de cultivos
agricolas. Entre ellas se destacan Bacillus subtilis
y Bacillus amyloliquefaciens, utilizadas con mucha
eficacia para el control biolégico de varios patogenos
como Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea,
Colletotrichum spp., Fusarium spp. Thielaviopsis
paradoxa y Rhizopus stolonifer (Arrebola et al.,
2010; Rojas et al., 2017, Villachica et al., 2014). Esto
debido a su potencial antagonista por competencia
o por la produccion de lipopéptidos como surfactin,
fengicin, iturin (bacilomicin) (Cawoy et al., 2014;
Dimkic et al., 2017). Especificamente, la cepa
QST 713 de B. amyloliquefaciens (conocido
comercialmente como Serenade) es antagonista de
patégenos fiingicos de las plantas. Otros autores
como Hu et al. (2010) sefialaron que la cepa HF-01
de B. amyloliquefaciens, aislada de citricos, como
antagonista y evaluada in vitro para Penicillium
digitatum en mandarina Wuzishatangju, mostré
un desempeiio significativamente mejor que el
control en la reduccién de la incidencia, pero
no fue tan efectivo como el tratamiento con un
fungicida convencional. Asimismo, Kim et al. (2010)
reportaron que la cepa CMB32 de Bacillus subtilis
tuvo efecto antagonista contra C. gloeosporioides
y otros patégenos como Fusarium solani, Botrytis,
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y
Phytophthora capsici.

Por otra parte, el EM (effective microorganism)
es una seleccion microbiana comercial que contiene
una mezcla de microorganismos beneficiosos
coexistentes recolectados del entorno natural
conocido como EM-1, compuesto biolégico
conformado por bacterias del dcido lactico,
actinomicetos, levaduras, bacterias fotosintéticas
y hongos que favorecen la fermentacién (Mau,
2006; Morocho y Leiva, 2019). Actualmente su
uso en la agricultura es muy amplio (Mau, 2006).
Algunos autores han sugerido que el dcido lactico
tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de
Fusarium spp., un patdgeno que causa enfermedades
en los cultivos (Condor et al., 2007).

Dada la importancia de la antracnosis
ocasionada por Colletotrichum sp. en el cultivo
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de la pitaya, este trabajo se realiz6 con el objetivo
de evaluar el control in vitro de Colletotrichum
gloeosporioides aislado de la pitaya amarilla de
Huambo (Selenicereus megalanthus).

Materiales y métodos

En un campo de pitaya amarilla de Huambo
(S. megalanthus) del fundo La Bretafia, en San
Ramon, Chanchamayo, se colectaron cladodios
con sintomas de antracnosis, que fueron llevados
a la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia de
la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) en Lima, Pert. Para aislar el hongo
se tomaron pequefias muestras de cladodios con
sintomas de antracnosis, las cuales se sembraron
en placas Petri con el medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA). Una vez obtenida la primera
colonia, se hizo un repique a una nueva placa Petri
con PDA para lograr una colonia pura. Para la
identificacion, se hizo un examen macroscépico
de la colonia en la placa Petri 'y luego se prepard
un montaje para un examen morfométrico de
las estructuras fungosas, con la ayuda de un
microscopio compuesto.

Para la prueba in vitro se usé la técnica del
alimento envenenado (Julca-Otiniano et al., 2005),
en el medio PDA. Se aplicaron los productos que
se estudiarian segiin los tratamientos sefialados.
Luego se colocé una rodaja de 7 mm de PDA con
el hongo aislado e identificado. En laboratorio
se estudiaron 5 tratamientos [T, = Serenade
ASO (2%o0), T, = EM-1 (5%0), T5 = EM-1 (10%o0),
T, = Silvacur Combi EC300 (2,0%0) y T = Testigo
(sin fungicida)]. Serenade ASO es un fungicida
biolégico que contiene la cepa QST 713 de
Bacillus amyloliquefaciens. Para el uso del EM-1,
el producto fue activado siguiendo el protocolo
propuesto por Mau (2006). Se utilizaron 50 ml
de EM-1, 50 ml de melaza de cafia de azicar y
900 ml de agua de calidad sin cloro, fermentado
durante 7 dias con temperatura entre 25 y 30 °C
en oscuridad a pH 3,8.

La temperatura de incubacion, en los 9 dias
que durd el ensayo, fue de 25 °C, midiéndose
el crecimiento radial del patégeno durante este
tiempo (2, 5, 7'y 9 dias, después de la siembra).
Ademads, se estimo la efectividad de cada fungicida
mediante la férmula de Abbott (1925):

E% = (Test — Trat/Test) * 100

Donde:

E: Efectividad (%).
Test.: Crecimiento de colonias del testigo (mm).
Trat.: Crecimiento de colonias del tratamiento (mm).

El ensayo estuvo bajo un disefio completamente
al azar, con 5 tratamientos y 4 repeticiones. Los
datos fueron sometidos al andlisis de varianza
y la prueba de Duncan para cada momento de
evaluacion.

Resultados y discusion

La antracnosis en pitaya se caracteriza
porque inicialmente los sintomas en cladodios
se presentan en pequefas dreas de células del
parénquima del exocarpio, observdndose manchas
necréticas de forma redondeada, de color rojizo
al centro (Murcia et al. 2013) y con una aureola
blanquecina alrededor (Figura 1). En este estadio,
el drea afectada es pequena, pero a medida que la
lesion se desarrolla las células muertas aumentan
y muchas colapsan. La muerte y el colapso celular
abundante forman el sintoma externo conocido
como antracnosis (Murcia et al., 2013) y son
atribuibles a Colletotrichum sp.

De cladodios de pitaya amarilla, con lesio-
nes necroticas, fue aislado e identificado C.
gloeosporioides. El hongo se caracteriza porque
en medio PDA presenta una colonia ligeramente
algodonosa, redonda, de color gris oscuro al
centro; color gris con numerosas puntuaciones de
color salmén (que corresponde a los acérvulos) en
la parte media de la colonia y color gris claro al

Figura 1. Sintomas iniciales de la antracnosis causada por
Colletotricum gloeosporioides en la pitaya amarilla de Huambo
(Selenicereus megalanthus). Se observa una mancha rojiza con
aureola blanquecina (Foto: Segundo Bello Amez).
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margen de la colonia, forma anillos concéntricos;
envés de color gris claro-salmoén. A los 5 dias, la
colonia alcanza un didmetro de 35 mm a 24 °C. En
los acérvulos se encuentran numerosas conidias
hialinas y unicelulares.

Las setas, escasas y de menor altura que los
acérvulos, son rectas, puntiagudas, de color negro
y septadas. Las conidias tienen forma recta, con
bordes generalmente redondeados, pared lisa, de
tamafio bastante uniforme con dimensiones de
12,5 — 15 x 4,5 um. Las setas miden 38 x 5 um.
Presentan apresorios negruzcos, unicelulares,
ligeramente irregulares, que miden 11.3 x 6,3 um.
Aproximadamente a los 10 dfas se forman también
peritecios de color gris que miden 105 x 80 pm,
que contienen ascas alargadas, unitunicadas,
que miden 44 x 10 um y contienen 8 ascosporas
hialinas, unicelulares, ligeramente curvadas-
fusoides de 14 x 6 um y que corresponden al
género ascomiceto Glomerella sp. (Abad, 2002).
En general, las caracteristicas del hongo son
parecidas a las descritas por otros investigadores,
pero pueden variar si se trabaja con otros medios
de cultivo (Rodriguez-Lopez et al., 2009).

En este trabajo, la inhibicion del crecimiento
micelial de C. gloeosporioides, en condiciones in
vitro, por efecto de los fungicidas probados, se
observo desde el primer momento, y se encontraron
diferencias estadisticamente significativas a lo largo
de todo el periodo de estudio (Tabla 1). La inhibicién
total del crecimiento de C. gloeosporioides se
obtuvo con Silvacur y Serenade, mientras que
con EM-1 se tuvo una inhibicién de media a alta
(Tabla 1, Figura 2).

Como se ha sefialado, Serenade ASO es un
fungicida biol6gico que contiene la cepa QST 713
de B. amyloliquefaciens. Esta cepa ha sido probada
para el control de antracnosis en varios cultivos

Tabla 1. Prueba de Duncan (p < 5%) del efecto in vitro
de fungicidas sobre el crecimiento micelial (mm) de
Colletotrichum gloeosporioides aislado de pitaya.

Tratamientos 2D.bS 5DDS 7DD.S 9DD.S
Silvacur (2%;) 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
Serenade (2%) 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
EM-1 (5%) 6,25b  24,00b  2500b  26,50b
EM-1 (10%) 525¢ 6,50 ¢ 7,75 ¢ 8,00 ¢
Testigo 14,00 a 43,40 a 59,00 a 74,75 a

D.D.S.: Dias después de la siembra.
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Figura 2. Crecimiento micelial (mm) de Colletotrichum
gloeosporioides en condiciones in vitro en respuesta a tres fungicidas
aislado de la pitaya amarilla de Huambo (S. megalanthus).

debido a su gran potencial antagonista y antibiosis
de la bacteria (Cawoy et al., 2014; Dimkic et al.,
2017). En este sentido, el B. amyloliquefaciens
presenta una actividad protectora de las plantas
contra los fitopatégenos fungicos como en este
caso. Segtin Cawoy et al. (2014), esto se debe a
que las bacterias del género Bacillus spp. tienen un
potencial genético para formar una impresionante
variedad de antibi6ticos, incluidos los lipopéptidos
no ribosémicos como iturinas, fengycinas y
surfactinas. Las iturinas y fengycinas son los
metabolitos mds importantes para la inhibicién
fingica de varios hongos (Arrebola et al., 2010;
Cawoy et al., 2014; Dimkic et al., 2017). En este
ensayo, el Serenade tuvo una efectividad del 100%
(Figura 3), explicada por la accién de Ba que
inhibi6 completamente el crecimiento micelial del
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Figura 3. Efectividad (%) de dos fungicidas biolégicos y uno
convencional en el crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides aislado de pitaya amarilla de Huambo (S.
megalanthus).
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hongo, corroborando de esta manera su eficacia
en trabajos similares en condiciones in vitro 'y en
campo sobre el control de varios patégenos (Rojas
etal.,2017). Kim et al. (2010) también han sefialado
que la cepa CMB32 de B. subtilis mostré efecto
antagonista contra C. gloeosporioides, F. solani,
Botrytis, F. oxysporum, R. solani 'y P. capsici.
El fungicida Silvacur Combi también inhibi6
totalmente el crecimiento radial del patégeno a
la dosis empleada (Tabla 1, Figura 2), mostrando
una alta efectividad en condiciones de laboratorio,
que en este caso fue del 100% (Figura 3). De la
accion de este fungicida sobre Colletotrichum hay
resultados contradictorios. Pérez y lannacone (2006)
no encontraron respuesta a la aplicacion de este
fungicida en el control de antracnosis producido
por Colletotrichum sp., en frutos de camu camu.
Por otra parte, como se ha sefialado, actualmente
los microorganismos eficientes (EM-1) son muy
usados en la agricultura con diferentes fines. En
nuestro caso, el uso de EM-1 para el control de
la antracnosis causada por C. gloeosporioides en
la pitaya amarilla de Huambo ha mostrado una
respuesta interesante en la reduccion del crecimiento
micelial del hongo (Tabla 1, Figura 2, Figura 3).
Cuando seus6 a la dosis de 5%o, dos dias después
de la siembra, el hongo tuvo un crecimiento de
6,25 mm y al quinto dia llegé a 24 mm, pero luego
el crecimiento fue mucho més lento y alcanzé los
26,50 mm al noveno dia. En cambio, con la dosis
de 10%o0 de EM-1, el crecimiento a los dos dias fue
de 5,25 mm, y luego siguié creciendo, pero con
una tasa de crecimiento baja durante el resto de la

evaluacion, comparado con el tratamiento anterior y,
mds atin, con el testigo. Al final del ensayo (noveno
dia), la eficacia del EM-1 estuvo entre 65 y 89%),
para las dosis de 5 y 10%,,, respectivamente.

Este efecto se explicaria por la accién negativa
sobre el crecimiento fungoso de las bacterias del dcido
lactico presente en este tipo de productos. Autores
como Condor et al. (2007) determinaron que las
bacterias del 4cido lactico tienen la capacidad de
impedir el crecimiento de Fusarium spp., un patégeno
que causa enfermedades en diversos cultivos. Los
resultados son bastante alentadores para el uso de
productos no convencionales. La cepa QST 713
de Bay el EM-I1 ala dosis mds alta mostraron una
inhibicién adecuada del patégeno, y se pueden usar
en el control preventivo de la antracnosis causada
por C. gloeosporioides, en condiciones de campo,
por su inocuidad y costo relativamente bajo (Mau,
2006; Morocho y Leiva, 2019).

Conclusiones

El fungicida biolégico Serenade ASO 2%o
inhibi6 completamente el crecimiento micelial
de Colletotrichum gloeosporioides. El efecto
fue similar al del fungicida convencional Silvar
Combi 2%o, es decir, ambos tuvieron una eficacia
del 100%. E1 EM-1 10%0 present6 una eficacia
del 89%, permitiendo un crecimiento de medio
a alto del hongo. El Serenade ASO y EM-1 se
mostraron como productos alternativos a los
fungicidas convencionales para el control de la
antracnosis en pitaya.
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