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ABSTRACT

Reduced sensibility to thiabendazole in Colletotrichum gloeosporioi-
des isolated from papaya. Isolates of Colletotrichum gloeosporioides were ob-
tained from papaya fruit from benomyi-sprayed orchards (commercial isolates)
and from unsprayed home yards (“wild” isolates). Germ tube elongation in var-
ying concentrations of thiabendazole (TBZ) in water was determined in 3 com-
mercial and 3 wild isolates. Mean ECsq (1g/ml) of TBZ was 0.23 for wild isola-
tes and 24.26 for commercial isolates. Reduction in radial growth (RG) and co-
lony weight (CW) was determined in 2 wild and 2 commercial isolates in TBZ-
amended PDA. Mean ECs values (ug/ml) of TBZ were 43.75 and 10.00 for
wild isolates and 202.55 and 405.11 for commercial isolates, for RG and CW,
respectively. Reduced sensitivity to TBZ in commercial isolates indicates selec-
tion of benzimidazole-resistant strains of C. gloeosporioides, due to continuous

use of fungicides of this group on papaya in Costa Rica.

INTRODUCCION

La antracnosis del fruto de papaya (Carica
papaya), causado por el hongo C. gloeosporioides
Penz. es uno de los principales problemas fitopa-
tolégicos tanto en el campo como en poscosecha
(Arauz y Mora, 1983). Los métodos de combate
mas utilizados contra esta enfermedad involucran
las aplicaciones de productos quimicos como ben-
zimidazoles y carbamatos, especialmente después
de la floracién en combinacién con tratamientos
poscosecha de los frutos.

El desarrollo de resistencia a diferentes gru-
pos fungicidas por parte de algunos hongos es un
fenémeno bien estudiado (Agrios, 1988). En el
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caso especifico del género Colletotrichum, se ha
encontrado resistencia a varias especies como C.
musae (Griffee, 1973), C. dematium (Trivellas,
1988) y C. gloeosporioides (Spalding, 1982).

La resistencia cruzada a benzimidazoles ha
sido también encontrada en un gran nimero de
microorganismos patogénicos (Georgopulos,
1982). Al respecto, De Waard (1990) considera
que la resistencia cruzada entre todos los benzimi-
dazoles parece ser una regla. Este fenémeno fue
estudiado en C. gloeosporioides por Spalding
(1982), quien informa haber encontrado resisten-
cia al benomil, tiabendazol y al metiltiofanato in-
dividualmente, asi como la existencia de resisten-
cia cruzada entre dichos productos en aislamientos
provenientes de frutos de mango.

Para la evaluacién de resistencia de los
hongos a benzimidazoles se han utilizado diver-
sos métodos, como la medicién del tubo germi-
nativo (Trivellas, 1988) y el crecimiento de la
colonia del hongo en medio de cultivo (Spalding,
1982).
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En Costa Rica, hasta el momento no se ha
encontrado resistencia a benzimidazoles por parte
del hongo causante de la antracnosis de la papaya.
Sin embargo, se ha observado un aumento en la
incidencia de esta enfermedad aiin cuando los me-
canismos de combate pre y poscosecha se mantie-
nen constantes. Por esta razén se planted la pre-
sente investigacion, con el objetivo de determinar
la existencia de resistencia a fungicidas benzimi-
dazoles en C. gloeosporioides asociado con el cul-
tivo de la papaya en Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios fueron llevados a cabo en el
Laboratorio de Fitopatologia del Centro de Inves-
tigaciones en Proteccién de Cultivos, Universidad
de Costa Rica. Se recolect6 frutos de papaya con
antracnosis en 10 diferentes localidades. Se obtu-
vo cultivos puros de C. gloeosporioides en medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA).

Los aislamientos obtenidos fueron cataloga-
dos en dos clases, como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Identificacién de los aislamientos de C.gloeospo-
rioides recolectados para el ensayo.

Aislamientos silvestres Aislamientos comerciales

Coédigo  Procedencia Cédigo Procedencia

S1  Caias, Guanacaste Cl
S2  Caiias, Guanacaste C2
S3  Esparza, Puntarenas C3
S4  Esparza, Puntarenas C4
S5  Sarapiqui, Heredia Cs

Turrubares, San José
Turrubares, San José
Corredores, Puntarenas
Puntarenas, Puntarenas
Buenos Aires, Puntarenas

El término “silvestre” hace alusién a que los
frutos muestreados provenian de plantaciones o
érboles que nunca habian estado expuestos a apli-
caciones de productos quimicos y, por el contra-
rio, el calificativo “comercial” significa que los
frutos muestreados provenian de plantaciones ex-
puestas continuamente a aplicaciones de produc-
tos fungicidas.

Ensayo 1

Una vez que el cultivo cubrié todo el diime-
tro del plato de Petri, se prepararon suspensiones
en agua destilada estéril de conidios de los aisla-
mientos C1, C2, C4, S1, S2 y S84, las cuales se
ajustaron a una concentracién de 108 esporas/ml.

Se tomé 5 ul de cada suspensién con ayuda
de una micropipeta, y se colocé dicho volumen
sobre un portaobjetos limpio y estéril; luego, se
agregd 5 ul de las soluciones fungicidas corres-
pondientes, dejandolo reposar por 6 h en cidmara
himeda, a temperatura ambiente.

Las soluciones fungicidas se realizaron utili-
zando tiabendazole (TBZ) (Mertect 45% FW,
Merck Sharp & Dohme Corp.). Las concentracio-
nes finales (después de afiadir 1a suspensién de co-
nidios) fueron 0, 0.1, 1.0, 10, 100 pg/ml de TBZ.

Luego de transcurridas las 6 h de incubacién
se colocaron § pl de lactofenol en cada placa con
el fin de detener el crecimiento del hongo. En ca-
da portaobjetos, y con ayuda de un micrémetro
ocular, se evalu6 la longitud promedio del tubo
germinativo de 50 esporas escogidas al azar.

Ensayo 2

Se evaluo la sensibilidad de los restantes 4
aislamientos de C. gloeosporioides utilizando 2
diferentes métodos: crecimiento radial y peso de
las colonias.

Para el método de crecimiento radial se to-
maron discos de S mm de didmetro de medio de
cultivo con el hongo, a partir de las colonias puras
y se pusieron a crecer en platos de Petri sobre
PDA mezclado con tiabendazole a concentracio-
nes de 0, 1, 10, 100, 1000 pg/ml. Luego de 4 dias
de incubacién a 25°C, se midi6 el didmetro de las
colonias en cada tratamiento.

Con el método de peso de las colonias se
utilizaron discos de papel celofin de aproximada-
mente 7 cm de didmetro, los cuales fueron esterili-
zados y colocados en platos de Petri sobre el me-
dio de crecimiento con TBZ a 0, 1, 10, 100 y 1000
pug/ml.

Posteriormente, discos de medio con el hon-
go fueron colocados sobre el papel celofin para
luego incubar los platos por 4 dias a 25°C. Tanto
¢l papel celofin como los discos fueron pesados
previamente.

Concluido el periodo de incubacién, se reti-
16 el disco de celofan junto con la colonia y fue-
ron pesados. El peso de cada colonia se determind
por diferencia.

En cada uno de los ensayos se incluyeron 5

~ repeticiones de cada uno de los tratamientos. Los

datos fueron analizados de acuerdo con un anilisis
de variancia y luego se calculé la concentracién
efectiva media (CEsq) a partir de una regresi6n en-
tre el logaritmo de la concentracién del fungicida y
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el “probit” de la respuesta (porcentaje de inhibi-
ci6n del crecimiento radial o porcentaje de reduc-
cién en el peso de la colonia).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el ensayo 1 se presentaron diferencias sig-
nificativas entre los aislamientos evaluados con res-
pecto al desarrollo del tubo germinativo (Figura 1).

En los aislamientos comerciales se observé
crecimiento del tubo germinativo a lo largo de un
rango bastante amplio de dosis del producto. En
contraste con lo anterior, los aislamientos silvestres
mostraron mayor sensibilidad al tiabendazole, lo
cual se reflejé por una reduccién de la longitud del
tubo germinativo (Figura 1). Al respecto, Mendoza
(1990) menciona que los fungicidas benzimidazo-
les afectan negativamente la germinacién de espo-
ras y la elongacién del tubo germinativo.

Los organismos provenientes de poblacio-
nes que no habian estado expuestas a una gran
presién de seleccién, por la aplicacién constante
de un determinado producto, mostraron una CEsq
md4s baja que aquellos que si lo habian estado (ais-
lamientos comerciales) (Cuadro 2).

En el segundo ensayo también se presentaron
diferencias significativas entre los aislamientos
evaluados, tanto con el método de determinacién
del peso de la colonia como con el de crecimiento
radial (Figuras 2 y 3). A este respecto, Davside, ci-
tado por Mendoza (1990) menciona que dentro de
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Fig. 1.

Cuadro 2. Concentracién efectiva media de tiabendazole pa-
ra aislamientos silvestres y comerciales de C.
gloeosporioides.

Aislamientos CEgq
pg/ml

Silvestres

St 0,006

S3 0,63

S4 0,64

Comerciales

C3 42,17

C4 16,98

C1 14,62

los efectos de la accién de los benzimidazoles la re-
duccién del radio de crecimiento lineal es uno de
los principales. Por otro lado, Sisler, citado por
Erwin (1973), demostré que el tiabendazole y el
MBC actiian inhibiendo no solo la multiplicacién
celular, sino también evitando el incremento en el
peso seco y estimulando la respiracién.

Al igual que en el caso anterior, el aisla-
miento silvestre proveniente de Caiias (S2) fue
muy sensible al TBZ, con ambos métodos. Mien-
tras tanto, los aislamientos comerciales mostraron
crecimiento aiin a dosis altas de dicho producto
(Figura 3).

En el caso de las CEgy, el aislamiento sil-
vestre de Cafias S2 también present6 valores
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Longitud promedio del tubo germinativo de conidios provenientes de aislamientos silvestres y comerciales de C. gloeos-
porioides a diferentes concentraciones de tiabendazole.
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Fig. 2. Crecimiento radial de aislamientos de origen co-
mercial (C) y silvestres (S) de Colletotrichum
gloeosporioides bajo diferentes concentraciones de
tiabendazole.
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Fig. 3. Peso promedio de colonias de aislamientos comer-

ciales (C) y silvestres (S) de Colletotrichum gloeos-
porioides obtenidas de medios con diferentes con-
centraciones de tiabendazole.

bastante bajos en contraste con los altos valores
mostrados por los aislamientos de origen comer-
cial (Cuadro 3).

No obstante, con ambas metodologias se
present6 un caso particular en el que un aislamien-
to de aparente origen silvestre, S5 de Sarapiquf,
mostré un comportamiento bastante similar a los

Cuadro 3. Concentraci6n efectiva media para aislamientos sil-
vestres y comerciales de C. gloeosporioides.

Aislamientos (ng/mi)
Crecimiento radial Peso de la colonia
Silvestres

S2 3,31 0,06

Ss 84,14 19,95
Comerciales

C2 92,5 16,22

Cs5 312,6 ) 794,0

aislamientos comerciales (Figuras 2 y 3 ). Posible-
mente, la cercania de plantaciones comerciales de
papaya facilita la diseminacién de poblaciones
menos sensibles hasta estos sitios, provocando in-
fecciones. Es importante seiialar que este fue el
Unico aislamiento proveniente de la zona atl4ntica
considerado en este estudio. En dicha zona, por su
alta pluviosidad, el uso de fungicidas en papaya,
particularmente benzimidazoles, es muy intensivo.
Al respecto, 2 agricultores consultados aplicaban
benomil semanalmente en su plantacién.

Los benzimidazoles presentan un mecanismo
de accién en el que se relacionan 1 6 2 efectos dis-
tintos, es decir, la inhibicién de la formacién del
huso acrématico durante la profase, impidiendo la
culminacién del proceso de la mitosis y ademds, la
interferencia con la sintesis de 4cidos nucleicos. Es-
ta accién inhibitoria es muy especffica para ciertos
tipos de hongos. Esta caracteristica de especificidad
es seflalada como la causa de la generaci6én de re-
sistencia por el uso frecuente de este tipo de pro-
ductos (Albornoz, 1991; Mendoza, 1990).

Existe gran cantidad de evidencias, tanto
bioqufmicas como genéticas, que sefialan que el
tiofanato, el metil tiofanato, el benomil y el tia-
bendazole poseen el mismo mecanismo de accién
(Mendoza, 1990). Esto sugiere que el tipo de re-
sistencia que se presenta en este caso es la llamada
resistencia cruzada, ya que a través del uso conti-
nuo de un determinado producto (benomil) se ge-
nera resistencia a todos aquellos fungicidas que

_posean un mecanismo de accién similar al primero

(los dem4s benzimidazoles).

Es pertinente sefialar la existencia de im-
portantes diferencias en la determinacién de la
sensibilidad de los hongos evaluados con diferen-
tes métodos. Lo anterior sugiere la necesidad de



ASTUA et al.: Sensibilidad reducida al tiabendazole 39

uniformar la metodologia a utilizar en este tipo de
investigaciones con el fin de obtener pardmetros
confiables y comunes para dichas evaluaciones.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacién indi-
can que existe una marcada reduccién en la sen-
sibilidad al tiabendazole en aislamientos de C.
gloeosporioides provenientes de plantaciones co-
merciales de papaya donde el uso de benomil ha
sido intensivo.

Sin embargo, para confirmar en forma con-
cluyente la existencia de resistencia seria reco-
mendable evaluar una mayor cantidad de aisla-
mientos del hongo, con el fin de tener una muestra
con mayor representatividad de la poblacién. Ade-
mds, deben realizarse evaluaciones que permitan
establecer la precisién y exactitud de los diferen-
tes métodos utilizados en la determinacién del
grado de sensibilidad de los microorganismos ante
los productos quimicos, con el fin de uniformar
los ensayos y establecer pardmetros comunes de
comparacion.

Los resultados también indican la existencia
de resistencia cruzada a los benzimidazoles por
parte de aislamientos de C. gloeosporioides prove-
nientes de frutos de papaya. Esta situacién sugiere
la necesidad de revisar las actuales pricticas de
combate quimico de antracnosis en papaya, y eva-
luar la factibilidad de sustituir los benzimidazoles
por fungicidas con otro modo de accién, en zonas
donde se presente resistencia.

RESUMEN

Se aislé Colletotrichum gloeosporioides de
frutos de papaya de plantaciones asperjadas con
benomil (aislamientos comerciales) y de huertos
caseros sin uso de fungicidas (aislamientos “sil-
vestres”). Se midi6 la elongacién del tubo germi-
nativo de 3 aislamientos comerciales y 3 silvestres
en agua con tiabendazole (TBZ). La CEs (ug/ml)
de TBZ fue en promedio de 0,23 para los aisla-
mientos silvestres, y de 24,26 para los comercia-
les. Se midié la reduccién en el crecimiento radial
(CR) y en el peso de las colonias (PC) de 2 aisla-
mientos silvestres y 2 comerciales, en PDA con

TBZ. Los valores promedio de CEsq (31g/ml) fue-
ron 43,75 y 10,00 para los aislamientos silvestres
y 202,55 y 405,11 para los comerciales, para CR y
PC, respectivamente. La menor sensibilidad al
TBZ en los aislamientos comerciales indica la se-
leccién de cepas de C. gloeosporioides resistentes
a benzimidazoles, que ha ocurrido debido al uso
continuo de fungicidas de este grupo en el cultivo
de la papaya en Costa Rica.
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