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resumen
El objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro nueve fungicidas para inhibir el crecimiento micelial de Lasiodiplodia 
theobromae y L. citricola. Las cepas fueron aisladas de muestras colectadas de árboles de lima persa de los municipios de 
Tlaltizapán y Jantetelco, Morelos, México. Se evaluaron tres dosis distintas de ziram, carbendazim, thiram, tiofanato metí-
lico, tiabendazol, cyprodinil+fludioxonil, iprodiona, Trichoderma harzianum, benomilo y un testigo absoluto sin fungicida; 
diluidos en 100 mL medio de PDA. El diseño experimental fue completamente al azar, utilizando un ANOVA simple con 
la prueba Kruskal-Wallis (α≤0.05). la evaluación de la efectividad fue analizada cada 24 h. Lasiodiplodia theobromae fue 
sensible a todas las dosis de fungicidas estudiadas, sin crecimiento micelial. Lasiodiplodia citricola registró crecimiento 
micelial en cyprodinil+fludioxonil, a partir de las 48 h después de la siembra, alcanzando un diámetro máximo de 2.0 cm, 
en comparación con el testigo absoluto, quien llenó por completo la caja a las 96 h.

palabras clave
Efectividad biológica, muerte regresiva, fungicidas, Trichoderma harzianum.

abstract
The objective of the present study was to evaluate in vitro nine fungicides to inhibit the mycelial growth of Lasiodiplodia theobro-
mae and L. citricola. The strains were isolated from samples collected from Persian lime trees from the municipalities of Tlaltiza-
pan and Jantetelco, Mor. He treatments were evaluated every 24 h with three different doses with five repetitions each and its 
control, the treatments: Ziram, Carbendazim, Thiram, Methyl thiophanate, Thiabendazole, Cyprodinil + fludioxonil, Iprodio-
ne, Trichoderma harzianum, Benomyl and a treatment without fungicide as reference, diluted in 100 mL of PDA. Experimental 
design was completely randomized, using a simple ANOVA with the Kruskal-Wallis test, α≤0.05. Lasiodiplodia theobromae was 
sensitive to all doses of fungicides with 0.0 cm diameter of mycelial growth. Compared with the reference treatment who filled 
the box at 120 h. While Lasiodiplodia citricola had mycelial growth in the treatments of Cyprodinil + fludioxonil, starting 48 h 
after sowing, reaching a maximum diameter of 2.0 cm while the reference treatment completely filled the box at 96 h, being 
statistically different from the other treatments.
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5

ACTA AGRÍCOLA Y PECUARIA, 5: E0051001

In vitro control of Lasiodiplodia theobromae and L. citricola

Valle-de la Paz et al.

Introducción

La producción de cítricos en México, en especial de 
lima persa (Citrus latifolia Tanaka), se ha orientado a 
la producción para el consumo en fresco, y hoy en día 
es el exportador líder de esta fruta a escala mundial 
(Schwentesius y Gómez 2005). En 2017, la producción 
nacional fue de 6.9 millones de t (Varela 2019), con un 
valor de la producción de 16,781 millones de pesos; 
para el mismo año, la superficie sembrada de cítricos 
fue de 533,749 ha, de las cuales 180,252 fueron de 
limón, 17,887 de toronja y 335,610 de naranja dulce 
(SIAP 2016).

Los productores mayores de lima Persa son 
Veracruz (717,014 t), Michoacán (619,612 t) y Oaxaca 
(263,448 t), mientras que Morelos ocupa el dé-
cimosegundo lugar, con una producción de 3,880 t. En 
2010, Morelos tenía huertas de cítricos establecidas en 
28 de los 33 municipios, abarcando una superficie de 
1,000 ha; actualmente cuenta con 612 ha sembradas en 
17 municipios, entre las cuales destacan la lima Persa 
y la naranja valencia, con 32 y 66%, respectivamente. 
Ambas especies son las de mayor importancia 
económica, con rendimientos de 12.11 y 7.76 t ha-1, 
respectivamente (CESVMOR 2010; SIAP 2016).

Los productores asociaban al patógeno Phytophthora 
parasitica con los síntomas de gomosis y muerte 
descendente en cítricos, debido a que varios autores 
habían reportado este patógeno como el agente causal. 
Fawcett (1936) lo encontró en Argentina atacando 
cítricos; Frezzi (1950) reportó varias especies de cítricos 
como hospedantes de este patógeno, incluidos, por 
orden cronológico: Citrus sinensis (L.) Osbeck (1937), 
C. aurantiifolia (Christm.) Swingle (1938), C. nobilis 
Lour (1939), C. x limonia Osbeck (1939). En México, 
Vidales (1982) reportó por primera vez esta especie 
como la causante de la gomosis en la región citrícola 
de Colima. Acosta-Pérez et al. (2012) mencionan que 
la gomosis o pudrición del pie de los cítricos ha sido 
una de las enfermedades más importantes, ya que 
anualmente produce la muerte de muchos árboles de 
cítricos de pie franco e injertados. Estos antecedentes 
fueron considerados en Morelos para recomendar 
a los productores de cítricos la aplicación de Fosetil 
Aluminio y Metalaxil en el control de esta enfermedad; 
sin embargo, los resultados no fueron exitosos.

Valle (2018) llevó a cabo la identificación y el 
reporte de otras especies que ocasionaban la gomosis 
y muerte descendente en árboles de lima Persa en 
Morelos: tales como Lasiodiplodia citricola, L. pseudo-
theobromae y L. theobromae (Botryosphaeriales: Dothi-
deomycetes: Ascomycota: Botryosphaeriaceae), especies 

cosmopolitas que se encuentran en una diversidad 
de hospedantes monocotiledóneas, dicotiledóneas y 
gimnospermas (Abdollahzadeh et al. 2010).

La muerte descendente es una enfermedad de 
importancia en lima Persa en Morelos, con incidencia 
de 40 a 70% (Valle-de la Paz et al. 2015). Sin embargo, 
se carece de información actual sobre la eficacia de las 
moléculas fungicidas disponibles; por ello, el objetivo 
del presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro de 
diversos fungicidas químicos y un producto biológico 
en la inhibición micelial de Lasiodiplodia theobromae y 
Lasiodiplodia citricola.

Materiales y métodos

Para el presente estudio, se usaron dos cepas 
identificadas molecularmente con número de acceso 
GenBank Lasiodiplodia theobromae KY284587 y La-
siodiplodia citricola KY271187 (Valle 2018; Valle et al. 
2019), las cuales fueron aisladas de tallo principal 
de árboles de lima Persa de los municipios de 
Tlaltizapán y Jantetelco, Morelos, México (cuadro 
1). Estas cepas indujeron la producción de goma y 
muerte descendente en árboles de 8 años. El trabajo 
fue efectuado en el Laboratorio de Fitopatología de 
la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, de la 
Universidad Autónoma del Estado de Morelos.

El método utilizado fue por envenenamiento del 
medio: los fungicidas previamente se diluían en 5 
mL de agua destilada desinfectada, posteriormente 
se mezclaban en 95 mL de medio de cultivo pa-
pa-dextrosa-agar (PDA) (BD Bioxon®), previamente 
esterilizado en autoclave; como control se utilizó 
PDA sin fungicida. Se evaluaron tres dosis diferentes 
de cada fungicida seleccionado; la dosis alta fue la 
recomendada en la etiqueta de cada producto, una 
dosis media y una baja de cada tratamiento evaluado 
(cuadro 2). Se vertían aproximadamente 20 mL de 
medio con fungicida en cada caja de Petri de 90 x 15 
mm. En el centro de cada caja se colocó un disco de 0.5 
cm de diámetro con medio de cultivo y micelio de tres 
días de edad, previamente purificados por el método 
de punta de hifa. Las cajas se incubaron a 28 ºC.  

La variable de estudio fue el diámetro de las 
colonias, el cual se evaluó cada 24 h con un vernier 
digital, hasta que el tratamiento control llenó la caja 
por completo. Se usó un diseño experimental com-
pletamente al azar, con 28 tratamientos (tres dosis de 
nueve fungicidas y un testigo sin fungicida) y cinco re-
peticiones. Los datos fueron sometidos a un análisis de 
varianza ANOVA simple, determinando comparación 
de medias, con la prueba Kruskal-Wallis, α≤0.05.
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Cuadro 1. Localización de huertos donde se obtuvieron los aislamientos de las cepas de Lasiodiplodia theobromae  
y L. citricola empleados en la evaluación in vitro

Huerto Municipio Localidad Coordenadas 
geográficas

Altitud 
sobre el 

nivel del mar

Patógeno

1 Tlaltizapán San Rafael 18.65262, 
-99.03149

1,032 L. theobromae

2 Tlaltizapán San Rafael 18.63525, 
-99.00971 

1,003 L. theobromae

36 Jantetelco Amayuca 18.71317, 
-98.79353

1,425 L. citricola

37 Jantetelco Amayuca 18.73256, 
-98.78864

1,474 L. citricola

Cuadro 2. Fungicidas evaluados in vitro sobre Lasiodiplodia theobromae y Lasiodiplodia citricola, aislados de lima  
Persa (Citrus latifolia Tanaka) con síntomas de gomosis y muerte descendente de Morelos, México

Grupo 
químico

Ingrediente 
activo (i. a.)

Modo de 
acción

% i.a. Formulación Tratamientos
Dosis

(g/100 mL agua)
Alta                  Media                  Baja

Ditiocarbamato Ziram C 76 GD 0.4 0.35 0.3

Benzimidazol Carbendazim S 50 WG 0.19 0.15 0.11

Ditiocarbamato Thiram C 80 GD 0.19 0.15 0.11

Benzimidazol Tiofanato 
metílico

S 70 PH 0.1 0.08 0.06

Benzimidazol Tiabendazol S 60 WP 0.29 0.24 0.19

Anilino-
pirimidinas/ 
Fenilpirroles

Cyprodinil + 
fludioxonil

C y S 37.5 WP 0.39 0.31 0.23

Dicarboximidas Iprodiona C 50 PH 0.58 0.39 0.19

Biofungicida Trichoderma 
harzianum

C 1 x 108 UFC/g PH 0.58 0.39 0.19

Benzimidazol Benomilo S 50 PH 0.09 0.075 0.06

------ Testigo absoluto ------ ------- ----------- 0 0 0

S = fungicida sistémico, C = fungicida de contacto, GD = gránulos dispersables, WG = gránulos dispersables, PH = polvo 
humectable, WP = polvo mojable.

Resultados y discusión

Lasiodiplodia theobromae fue altamente sensible a todas 
las dosis de los fungicidas evaluados, debido a que 
no presentó crecimiento miceliar; en comparación, 
el testigo absoluto llenó la caja Petri a las 120 h 
después de la siembra de los patógenos (cuadro 3). 
De manera similar, Lasiodiplodia citricola fue sensible 
en gran medida a los fungicidas Ziram, Carbendazim, 

Thiram, Tiofanato metílico, Tiabendazol, Iprodiona, 
Trichoderma harzianum y Benomilo, quienes inhibieron 
completamente el crecimiento micelial. El tratamiento 
con Cyprodinil + fludioxonil presentó crecimiento a 
partir de las 48 h después de la siembra, alcanzando 
una media de diámetro de 1.94 cm en la dosis alta, 
1.96 cm en la dosis media y 2.0 cm en la dosis baja 
(cuadro 4), mientras que el testigo absoluto llenó por 
completo la caja a las 96 h.
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Cuadro 3. Efectividad de fungicidas in vitro sobre Lasiodiplodia theobromae,  
aislados de lima Persa (Citrus latifolia Tanaka) con síntomas de gomosis y muerte descendente  
de Morelos, México

Tratamiento Ingrediente 
activo (i.a.)

Dosis Lasiodiplodia theobromae

Número de evaluación

1 2 3 4 5 6 7

1 Ziram Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

2 Carbendazim Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

3 Thiram Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

4 Tiofanato
metílico

Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

5 Tiabendazol Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

6 Cyprodinil + 
fludioxonil

Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

7 Iprodiona Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

8 Trichoderma
harzianum

Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

9 Benomilo Alta 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Media 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

Baja 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b

10 Testigo
absoluto

----- 3.5a 4.8a 6.0a 6.76a 7.34a 7.76a 8.0a

* En columnas para cada factor principal letras similares indican que los valores son estadísticamente iguales (Tukey, α=0.05). 
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Cuadro 4. Efectividad de fungicidas in vitro sobre Lasiodiplodia citricola, aislados de lima Persa  
(Citrus latifolia Tanaka) con síntomas de gomosis y muerte descendente de Morelos, México

Tratamiento Ingrediente 
activo (i. a.)

Dosis Lasiodiplodia citricola

Número de evaluación

1 2 3 4

1 Ziram Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

2 Carbendazim Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

3 Thiram Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

4 Tiofanato
metílico

Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

5 Tiabendazol Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

6 Cyprodinil +
fludioxonil

Alta 0.0b 0.70cb 1.58b 1.94b

Media 0.0b 0.68c 1.52b 1.96b

Baja 0.0b 0.94b 1.50b 2.0b

7 Iprodiona Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

8 Trichoderma
harzianum

Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

9 Benomilo Alta 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Media 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

Baja 0.0b 0.0d 0.0c 0.0c

10 Testigo 
absoluto

----- 3.5a 4.64a 7.1a 8.0a

* En columnas para cada factor principal letras similares indican que los valores son estadísticamente iguales 
(Tukey, α=0.05).

Los resultados en el presente estudio concuerdan 
con lo reportado por otros investigadores. Tovar et 

al. (2013) evaluaron in vitro la mezcla de cyprodinil + 
fludioxinil sobre L. theobromae, causante de la muerte 
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descendente en varetas de mamey, y obtuvieron EC50 
= 0.0043 µg mL-1. Nath et al. (2014) evaluaron in vitro 
la efectividad de mancozeb a 2,500 ppm contra L. 
theobromae, causante de la podredumbre de los frutos 
del banano después de la cosecha en la región del sur de 
Gujarat, India. Este fungicida inhibió completamente 
el crecimiento micelial de L. theobromae, mientras 
que T. harzianum inhibió el crecimiento micelial de 
L. theobromae en 47.5%, mostrando antagonismo 
moderado. Banik et al. (1998) reportaron la inhibición 
del crecimiento micelial de Botryodiplodia theobromae, 
agente causal de la pudrición de frutos del mango, 
por carbendazim (400 ppm), seguido de captan (450 
ppm), tiofanato de metilo (450 ppm), ziram (600 ppm) 
y clorotalonil (650 ppm). Yadav y Majumdar (2004) 
reportaron la efectividad de carbendazim y mancozeb 
contra L. theobromae (aislamiento de guayaba). 
Khanzada et al. (2005) observaron una inhibición sig-
nificativa del crecimiento de micelio de L. theobromae 
por carbendazim y tiofanato-metílico cuando se usó a 
1 ppm o más de ingrediente activo. Varela et al. (2013) 
reportaron en cítricos la aplicación de benomilo y 
compuestos a base de oxicloruro de cobre contra L. 
theobromae en las distintas etapas del cultivo. Li et al. 
(1995) evaluaron fungicidas contra L. theobromae y Bo-
tryosphaeria dothidea causantes de gomosis en duraznos 
y albaricoque, y encontraron que metil-tiofanato 
inhibió el crecimiento micelial, la germinación de 
conidios y controló el desarrollo de la enfermedad en 
árboles de albaricoque. Pereira et al. (2012) evaluaron 
la sensibilidad de L. theobromae hacia dos grupos de 
fungicidas, concluyendo que 91.6% de 120 aislados 
provenientes de huertos de papaya fueron sensibles 
a los ingredientes activos del grupo de carbamatos 
del tipo metil benzimidazol (benomilo y tiabendazol). 
En el grupo de fungicidas del tipo inhibición por 
demetilación (imazalil, procloraz, tebuconazol), se 
encontró gran variabilidad en cuanto al grado de 
sensibilidad de los aislados analizados; con lo cual se 
concluyó que L. theobromae es menos sensible a este 
grupo de fungicidas. Bester et al. (2007) evaluaron 
diez fungicidas in vitro, para observar la eficacia en la 
inhibición micelial de las cuatro especies más comunes 
o patógenas de Botryosphaeriaceae en Sudáfrica: Bo-
tryosphaeria obtusa, Neofusicoccum australe, N. parvum 
y Lasiodiplodia theobromae. Iprodiona, pyrimethanil, 
acetato de cobre y amonio, kresoxim-metilo y 
boscalid fueron ineficaces para inhibir el crecimiento 
micelial a las concentraciones más altas ensayadas 
(20 µg / mL para el acetato de cobre y amonio, 5 µg 
/ mL para otros productos evaluados), mientras 

que benomilo, tebuconazol, cloruro de procloraz 
manganeso y el flusilazol fueron los fungicidas más 
efectivos con valores de EC50 para las diferentes 
especies que oscilaron entre 0.36-0.55, 0.07-0.17, 
0.07-1.15 y 0.04-0.36 µg / mL, respectivamente. Syed 
et al. (2014) llevaron a cabo estudios comparativos de 
seis fungicidas (carbendazim, Helicoverpa zea single 
capsid nucleopolyhedrovirus [VPN-HzSNPV], te-
buconazole, trifloxystrobin, difenoconazol, tiabendazol 
y propiconazol), cada uno se evaluó en siete con-
centraciones (1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 1,000 ppm, 
10,000 ppm, 20,000 ppm y 30,000 ppm), todos los 
fungicidas a altas concentraciones resultaron efectivos 
para inhibir el crecimiento de L. theobromae. En el caso 
de carbendazim y tiabendazol, resultaron ser casi 
efectivos en todas las dosis evaluadas en la inhibición 
del crecimiento micelial, excepto en 1 ppm y 10 ppm.

Aunque in vitro las dosis de los fungicidas 
evaluados lograron una inhibición completa en el 
crecimiento micelial de Lasiodiplodia citricola y La-
siodiplodia theobromae, se recomienda hacer pruebas 
de campo para determinar los productos promisorios 
que puedan lograr un control satisfactorio de la 
enfermedad, debido a que bajo estas condiciones 
intervienen factores que pueden afectar la efectividad 
del producto y que evitan el contacto con el hongo 
dentro del hospedante.

Conclusiones

Lasiodiplodia theobromae fue sensible a las tres dosis 
evaluadas de los fungicidas Ziram, Carbendazim, 
Thiram, Tiofanato metílico, Tiabendazol, Cyprodinil 
+ Fludioxonil, Iprodiona, Trichoderma harzianum, 
Benomilo, con inhibición total del crecimiento micelial 
del patógeno.

Lasiodiplodia citricola fue sensible a las tres dosis de 
los fungicidas Ziram, Carbendazim, Thiram, Tiofanato 
metílico, Tiabendazol, Iprodiona, Trichoderma 
harzianum, Benomilo y presento crecimiento en las 
dosis de Cyprodinil + fludioxonil y el testigo absoluto, 
siendo estadísticamente diferentes.
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