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Resumen general

Patogénesis y sensibilidad de Penicillium sp. en citricos a fungicidas

Gabriela Pelayo-Sanchez, MC.
Colegio de postgraduados, 2012
Se evaluo el efecto de seis concentraciones de conidios de Penicillium digitatum

con el objetivo de determinar la concentracion 6ptima que permita 100% de
infeccion en frutos de limén persa en postcosecha. El hongo se aislo de frutos de
limén mexicano del estado de Colima, Méx. Cada concentracion (1 x 10°, 3 x 10°,
5 x 10° 7 x 10°, 9 x 10°, 1 x 10° esporas mL™), se colocé en heridas de 2 mm
profundidad x 1mm de ancho, aproximadamente, hechas en frutos en etapa de
madurez de corte. Las concentraciones 1 x 10°y 3 x 10° esporas mL™ mostraron
una incidencia de 33 y 50 % de infeccion, respectivamente, mientras que los frutos
inoculados con 5 x 10°, 7 x 10°, 9 x 10° y 1 x 10° esporas mL™ presentaron 100%
de incidencia de la enfermedad. Asimismo, se observo que en concentraciones
bajas (1 x 10°y 3 x 10° esporas mL™), el desarrollo de sintomas se mostraron en
un tiempo mayor a tres dias después de la inoculacién (DDI); mientras que, en las
concentraciones superiores a 5 x 10° esporas mL™ los sintomas se presentaron
desde los primeros DDI con el colapso de frutos a los cinco DDI. La concentraciéon
Optima para infectar 100 % de frutos es 10 000 esporas en 20 uL por herida. Los
resultados indican que a mayor concentraciébn de esporas, los sintomas de la
enfermedad se desarrollan en menor tiempo. Adicionalmente se determiné la
inhibicion del crecimiento micelial y la eficiencia biolégica en el control quimico in
vitro de ésta enfermedad. Los fungicidas evaluaron fueron: cyprodianil+fludioxonil,
fludioxianil, proclhoraz , tiabendazol, imazalil, tryfloxistrobin y pirimetanil a
concentraciones de 0.01, 0.10, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm.
Se tomo lectura cada 24 hrs. durante 10 dias. Los resultados obtenidos mostraron
que todos los fungicidas evaluados son eficientes en la inhibicion micelial de P.
digitatum. Cyprodianil+fludioxonil, fludioxonil, proclhoraz, tiabendazol e imazalil
resultaron en una eficiencia >90% a concentraciones 1.0 ppm.

Palabras claves: esporas, concentracion, infeccién, control, fungicidas, eficiencia.



Abstract
Pathogenesis and sensitivity of Penicillium sp. to fungicides in citrus

Gabriela Pelayo-Sanchez, M. C.
Postgraduate College, 2012
It was evaluated the effect of six conidia concentrations of Penicillium digitatum
with the objective to determine the optimal concentration that allows an infection at
the 100% Persian lemon fruit in postharvest. The fungus was isolated of Mexican
lemon fruits from Colima’s state, Mexico. Each concentration (1 x 105, 3 x 105, 5 x
105, 7 x 105, 9 x 105, 1 x 106 spores mL-1) was placed in wounds of 2 mm for
depth x 1mm for width, it was made into fruits with a maturity stage of cutting.
Those concentrations (1 x 105 and 3 x 105 spores mL-1) showed an infection
incidence of 33 and 50 %, respectively, while the fruits inoculated with 5 x 105, 7 x
105, 9 x 105y 1 x 106 spores mL-1 presented 100% of disease incidence. It was
also noted that at low concentrations (1 x 105 y 3 x 105 spores mL-1), the
development symptoms were expressed in a longer time than three days after
inoculation (DAI), while at higher concentrations to 5 x 105 spores mL-1, the
symptoms were presented since the first DAI with the fruits collapse of the five DAI.
The optimum concentration for infecting the fruits at 100% is 10 000 spores in 20
ML per wound. The results indicate that in higher spores’ concentration, the disease
symptoms develop in less time. Additionally was determined mycelia growth
inhibition and biological efficiency in chemical control in vitro of this disease. The
fungicides evaluated were: Cyprodianil + Fludioxonil, Fludioxianil, Prochloraz,
Thiabendazole, Imazalil, Pyrimethanil Tryfloxistrobin, at concentrations to 0.01,
0.10, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000 ppm. Reading was taken
every 24 hours or 10 days. The results showed that all fungicides are effective in
mycelia inhibition of P. digitatum. Cyprodianil+ Fludioxonil, Fludioxonil, Proclhoraz,
Thiabendazole and Imazalil resulted in a 90% efficiency at concentrations of 1.0

ppm.
Keywords: spores, concentration, infection, control, fungicides, efficiency.



INTRODUCCION GENERAL

México ocupa el segundo lugar en la produccion mundial de limas y limones con
1.89 millones de toneladas de fruta (FAO, 2010), con una superficie cultivada de
aproximadamente de 143 869 hectareas (SAGARPA, 2010). En el ambito
nacional, el limén (agrio o mexicano, persa y real) es la especie citricola que
ocupa el segundo lugar en importancia respecto a la superficie sembrada (166,
580 Ha) con una produccion de 2. 13 millones de toneladas (SIAP, 2011).

En los dltimos afios, las pérdidas en postcosecha en todo el mundo han sido
cuantiosas, calculandose que se incluyen entre el 25% y 40% de pérdidas de la
produccion mundial de alimento (Ismail and Zhang, 2004), y puede ser tan alto
como un 50% de la produccidn total en los paises en desarrollo debido a que los
frutos en almacenamiento son dafiados por hongos y bacterias. En los citricos el
dafio principal es causado por Rhizopus nigricans y Peniciilium spp. (EI-Ghaouth,
1997).

México posee un gran potencial para la produccién de limén persa (Citrus latifolia
Tanaka), dadas sus condiciones climaticas y suelo. En general, la demanda por
Estados Unidos de América, ha ido en aumento, por lo que nuestro pais tiene

buenas perspectivas de conquistar ese mercado externo.

En postcosecha, los citricos son atacados por una amplia gama de
microorganismos, manifestando signos y sintomas de deterioro cuando los
patégenos comienzan a desarrollarse activamente (Hernandez et al., 2007). En
ésta etapa de postcosecha, los citricos son afectados por numerosas
enfermedades fungosas. Las pudriciones mas comunes y destructivas y que
causan la principal alteracion patologica son causadas por tres especies de
Penicillium: P. digitatum Sacc., P. italicum Wehmer y P. ulaiense Hsieh, (Eckert
and Eaks, 1989). De estas tres especies, Smilanick et al., (1992) reportan a P.
digitatum (Pers.:Fr.) Sacc, agente causal del moho verde, como el patdgeno

responsable de mas del 90% de las pérdidas de fruta de citricos en postcosecha.



Tuset (1987) menciona que Penicillium digitatum es un hongo que penetra al fruto
a través de heridas. El hongo permanece en estado parasitario sobre todo tipo de
materia vegetal y se activa cuando el fruto citrico se encuentra en periodo
avanzado de maduracion o completamente maduro. Asimismo, reporta que la
contaminacion por P. digitatum tiene lugar en el campo (recoleccion y transporte),
almacén para la conservacion del fruto y durante el periodo de distribucion y

venta.

Una vez que el hongo se encuentra sobre los frutos, si estos se encuentran
maduros, con roturas en la cuticula y la humedad relativa es apropiada (méas del
80%), los conidios entran en actividad. El primer sintoma visible sobre la superficie
del fruto es un hundimiento, de consistencia acuosa, seguido del desarrollo de
micelio blanco de consistencia algodonosa y por ultimo la esporulacion de color
verde oliva. Alrededor del hundimiento del fruto enfermo se pueden observar tres
circulos: un circulo verde con esporas, rodeada por una banda de micelio blanco
sin esporular donde apenas se estan formando los conidioforos; a su vez, ésta
banda esta formada por otra banda que causa un ligero hundimiento en el que aun

no se ha desarrollado el micelio blanco (Barka-Golan, 2001)

Los factores ambientales y el manejo inadecuado de la fruta en postcosecha son
algunas de las causas que favorecen al desarrollo de este hongo (Smilanick et al.,
2006), aunado al almacenamiento de frutos por largos periodos de tiempo (Kanetis
et al.,, 2008).

El grado de ataque de estos hongos esta influido por una serie de factores,
incluyendo los ambientales tales como la humedad relativa y la temperatura, la
condicion del tejido vegetal, haciendo énfasis en el estado fenolégico y la
presencia de heridas y de hongos (cantidad y calidad del in6culo). Aunado a estos
factores, se deben afiadir otros que propician el establecimiento del patégeno,
incluyendo el factor humano que participa en el momento de la recoleccién, el

método de conservacion, la presencia de heridas debido al mal manejo del fruto, la



presencia de inéculo en el almacén de cosechas anteriores (Hernandez et al.,
2007).

Lamentablemente la experiencia mexicana en el control de infecciones,
conservacion y almacenamiento de citricos, no esta bien documentada (Orozco-
Santos, 1991).

Para el caso del limén persa, en México se han realizado pocos estudios sobre
esta enfermedad. Aun cuando es notoria la importancia de esta especie en la
region Pacifico Centro y del Golfo de México, hasta el momento existen pocos
reportes sobre la etiologia del patdgeno P. digitatum, descripciébn de sintomas,
mecanismo de penetracion, concentracion optima de inoculo, y el manejo de la

enfermedad.

HIPOTESIS

En base a lo anterior se plantea la hipétesis:

1) Cuando mayor es la concentracion de esporas de la solucién de in6culo de
Penicillium digitatum mayor sera el porcentaje de incidencia de la
enfermedad, asi como mayor sera el desarrollo de signos y sintomas.

2) Respecto a las heridas, si éstas existen el moho verde penetrara y causara
enfermedad con éxito.

3) La enfermedad causada por P. digitatum es sensible al menos a uno de los

fungicidas que se deben evaluar.

OBJETIVOS

1) Determinar la concentracion de esporas minima oOptima de Penicillium
digitatum para causar 100% de infeccion de frutos de limén persa.
2) Evaluar la efectividad bioldgica de diferentes fungicidas para el manejo

postcosecha de Penicillium digitatum en frutos de limén persa.
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CAPITULO |

EFECTO DE CONCENTRACIONES DE ESPORAS DE Penicillium

digitatum EN INFECCION DE FRUTOS DE LIMON PERSA'
Gabriela Pelayo-Sanchez!, Carlos De Ledn-Garcia de Alba', Daniel Nieto-

Angel' Mario Orozco-Santos?
'Postgrado de Fitosanidad, especialidad de Fitopatologia, 2 INIFAP, CIRPAC,

Campo Experimental Tecoman, Tecoman, Colima.

RESUMEN
Se evalud el efecto de seis concentraciones de conidios de Penicillium

digitatum con el objetivo de determinar la concentracion 6ptima que permita 100%
de infeccion en frutos de limon persa en postcosecha. Cada concentracion (1 X
10°, 3 x 10°, 5 x 10°, 7 x 10°, 9 x 10°, 1 x 10° esporas mL™) se colocé en heridas
hechas en frutos en etapa de madurez de corte. Los frutos inoculados se
colocaron en camaras himedas para su incubacion. Las concentraciones 1 x 10°y
3 x 10° esporas mL™ mostraron una incidencia de 33 y 50 % de infeccion,
respectivamente, mientras que los frutos inoculados con 5 x 10°, 7 x 10°, 9 x 10° y
1 x 10° esporas mL™ presentaron 100% de incidencia de la enfermedad.
Asimismo, se observé que en concentraciones bajas (1 x 10°> y 3 x 10° esporas
mL™), el desarrollo de sintomas se mostraron en un tiempo mayor a tres dias
después de la inoculacion (DDI); mientras que, en las concentraciones superiores
a 5 x 10° esporas mL™ los sintomas se presentaron desde los primeros DDI con el
colapso de frutos a los cinco DDI. Aunque la mayoria de las concentraciones
mostraron ser efectivas para inducir la infeccion de P. digitatum en frutos de limén
persa, la dosis Optima para infectar 100 % de frutos es 10 000 esporas en 20 pL
por herida. Los resultados indican que a mayor concentracion de esporas, los
sintomas de la enfermedad se desarrollan en menor tiempo, afectando las
caracteristicas organolépticas y reduciendo la vida de anaquel de los frutos.

Palabras clave: concentracion de esporas, crecimiento, enfermedad, Penicillium

digitatum.



Effect of Penicillium digitatum Spore Concentration on Infection of Persian
Lemon Fruits

ABSTRACT
The effect of six conidia concentrations of Penicillium digitatum was

evaluated to determine the optimum concentration that will allow 100% infection in
postharvest persian lemon fruits. Each concentration (1 x 10°, 3 x 10°, 5 x 10°, 7 x
10°, 9 x 10°, and 1 x 10° spores mL™) was placed on the wounds of fruits at the
harvesting ripening stage. The inoculated fruits were placed in wet chambers for
incubation. Concentrations of 1 x 10° and 3 x 10° spores mL™ showed an incidence
of 33 and 50%, respectively, while fruits inoculated with concentrations of 5 x 10°,
7 x 10° 9 x 10°, and 1 x 10° spores mL™ showed 100% incidence of the disease.
Likewise, it was observed that with low concentrations (1 x 10° and 3 x 10° spores
mL™), the symptoms took more than three days after inoculation (DDI) to develop,
while with concentrations above 5 x 10> spores mL™, the symptoms became
apparent in the first DDI and total fruit collapse onset at five DDI. Although most of
the concentrations proved to be effective in inducing P. digitatum infection in
persian lemon fruits, the optimum dose to infect 100% of the fruits is 10 000 spores
in 20 pL per wound. The results indicate that the higher the spore concentration,
the less time it takes for symptoms to develop; thus affecting the organoleptic
characteristics and reducing the shelf life of the fruits.

Key words: spore concentration, growth, disease, Penicillium digitatum.



INTRODUCCION

México posee un gran potencial para la produccion de limén persa, dadas
sus condiciones edafocliméaticas. En general, la demanda de este fruto por
Estados Unidos, ha ido en aumento, por lo que nuestro pais tiene buenas
perspectivas de conquistar ese mercado.

Los citricos son afectados por numerosas enfermedades fungosas en la
etapa de postcosecha, las cuales ocasionan graves pérdidas a nivel internacional
(Kanetis et al., 2007). Los hongos mas comunes en frutos de citricos en
postcosecha son: Penicillium spp., Alternaria sp., Botrytis sp., Geotrichum sp. y
Rhizopus sp. (El-Ghaouth et al.,, 2000a). Las pudriciones mas comunes Yy
destructivas son causadas por tres especies de Penicillium spp., responsables de
mas del 90% de las pérdidas (Hong Yin et al., 2004), siendo Penicillium digitatum
el agente causal del moho verde, el que mayor dafio causa al fruto en etapa de
postcosecha (Eckert and Eaks 1989). P. digitatum no germina ni penetra
directamente en frutos sanos, Unicamente infecta sitios donde existen heridas, que
son los puntos de entrada del patdgeno (Kanetis et al., 2007). Ademas, se ha
reportado provocando dafios leves en el flavedo, asi como dafios severos en el
albedo y en los sacos de jugo (Eckert and Eaks 1989; Kanetis et al., 2007). El
hongo tiene un ciclo de vida relativamente corto (3 a 5 dias) (Holmes and Eckert,
1995). Se desarrolla rapidamente a temperaturas cercanas a 24° C y mas
lentamente a temperaturas sobre de 30° C y por debajo de 10° C. A 1° C su
desarrollo es totalmente inhibido (Shellie and Skaria, 1998). Su importancia radica
en la gran produccion de esporas que se encuentran latentes sobre la superficie
del fruto (Reuther et al., 1989), donde germinan rapidamente y colonizan el tejido
dafiado (Droby et al., 2002). Las infecciones primarias del moho verde se inician
por heridas producidas por alteraciones de origen fisiologico durante la etapa de
crecimiento, heridas mecanicas durante la cosecha o por la manipulacién de las
frutas hasta el consumo (EI-Ghaouth, 2000b). EI primer sintoma de infeccion
visible en la superficie del fruto es un hundimiento del tejido vegetal de
consistencia acuosa, seguido por desarrollo de micelio blanco algodonoso, y
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esporulacion de color verde olivo. Alrededor del hundimiento del fruto enfermo, se
observa un circulo verde con esporas, rodeado por una banda de micelio blanco
sin esporular en donde apenas se estan formando los conidiéforos; a su vez esta
banda muestra un leve hundimiento en el que aun no se ha desarrollado el micelio
blanco (Barkai-Golan, 2001). Varios factores relacionados con el fruto, el
patégeno, las condiciones climatologicas y las condiciones en postcosecha,
determinan la incidencia y severidad de esta enfermedad (Eckert and Eaks, 1989),
en los que se encuentra la cantidad y calidad del in6culo. La probabilidad de
infeccion depende de la cantidad de inéculo presente en un punto del fruto
susceptible a ser infectado (Tuset, 1987). Esta relaciébn se ha demostrado en
patdbgenos tan significativos como P. digitatum, Geotrichum candidum vy
Colletotrichum gloeosporioides (Palou et al., 2001). Segun esto, y manteniendo
constante otros factores, la cantidad de esporas presentes en el almacén influye
decisivamente en los niveles de pudricién (Tuset, 1987). Por lo anterior, se puede
inferir que la concentracion del indculo juega un papel importante en el éxito de la
infeccion de los frutos de limoén. Derivado de ello, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de seis concentraciones de esporas en la germinacion,
crecimiento y dafio de P. digitatum en frutos de limén persa en etapa de

postcosecha.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio
El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Enfermedades en

Postcosecha del Instituto de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Montecillo, Mpio. de Texcoco,

Edo. de México.
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Aislamiento del hongo
El aislamiento del hongo utilizado fue proporcionado por el Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado
en el km 35 de la autopista Colima-Manzanillo en Tecoméan, Colima, México, (18°
53’ 14” latitud N y 103° 50’ 59” longitud W), a 29 msnm. El aislamiento del hongo
se obtuvo a partir de frutos de limon mexicano (Citrus aurantifolia Christm.) con
sintomas del moho verde. En las cajas Petri conteniendo medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA), recibidas del INIFAP, se aislé una colonia circular de micelio
de consistencia aterciopelada, la cual presentd masas de conidios verde olivo-
grishceos, ademas de una corona radial con contorno color blanco. De las
colonias se obtuvieron cultivos monospadricos del hongo para purificar y realizar la

identificacion morfoldgica, molecular y lograr las pruebas de patogenicidad.

Identificacion morfolégica y molecular
La identificacion del patdgeno se realizd a partir de cultivos monospéricos

de una semana de edad crecidos en medio de cultivo PDA. Se registré la forma de
la colonia del hongo y se realizaron preparaciones temporales para observar las
estructuras hifales portadoras de conidiéforos, penicilos con sus ramas (métulas),
presencia de fialides, asi como la forma y color de los conidios. En base a sus
caracteristicas morfolégicas el hongo se identificé a nivel de género siguiendo las
claves taxondmicas propuestas por Barnett and Hunter (1998).

De los aislamientos monosporicos en PDA, se obtuvo micelio para la
extraccion de ADN de acuerdo al protocolo de CTAB 3% con modificaciones
(Sambrook et al., 1989). El micelio se deposité en un tubo de microcentrifuga frio y
etiquetado, al cual se agregaron 600 puL de CTAB y se incub6 a 60 °C por 1 h. Se
adicionaron 600 puL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 10
000 rpm por 8 min. La fase acuosa se recuperd en un tubo de microcentrifuga al
que se le adicionaron 600 pL de isopropanol frio y se incubd a -20 °C por 1 h.
Después de ese periodo, se centrifugdb a 8 500 rpm por 8 min, se elimind el
sobrenadante y la pastilla se lavdé dos veces con etanol 70%. La suspensiéon se

centrifugd nuevamente a 10 000 rpm por 8 min, eliminando el sobrenadante.
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Finalmente, se recuperd el ADN en 100 pL de agua destilada estéril, se evalu6 su
calidad mediante electroforesis en gel de agarosa (Agarose Ultra Pure,
Invitrogen®) al 1% y se cuantificO en un espectrofotdmetro Perkin Elmer®
(Lambda BIO 10®).

Para la amplificacion de las regiones internas ITS4 y ITS5 se usaron los
iniciadores universales 1TS4 (5- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3") e ITS5
(5"- GGA AGT AAA GTC GTA ACA AGG - 3') (Gomes et al., 2002). La mezcla de
la reaccion fue: Buffer 1x (2.5 pyL), MgCI2 35 mM (2.0 uL), dNTP’s 2.5 mM (1 pL),
ITS4 a 10 pmol (2 pL), ITS5 a 10 pmol (2 pL), Taq polimerasa 1U (0.2 pyL), DNA 80
ng (2 uL), agua libre de nucleasas (completar para 25 pL por reaccion).

La amplificacibn por PCR se efectu6 en un termociclador Perkin Elmer
(Geneamp®. Mod. PCR System 24009), con un periodo de predesnaturalizacion
de 2 min a 95 °C y 30 ciclos, los cuales comprendieron una desnaturalizacion de
95 °C por 1 min; alineamiento por 30 s a 55 °C; preextension de 2 min a 72°C, y
una extension final de 72°C por 10 min. El producto de la amplificacion se analizo
por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se tiid con bromuro de etidio.
Posteriormente, las muestras sin purificar se enviaron a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. La comparacion de la secuencia obtenida se realizo en
el BLAST del GenBank.

Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realiz6 para comprobar la patogenicidad y
agresividad del aislamiento monospérico de P. digitatum en frutos de limén persa
de tamafio uniforme, sin dafos fisicos y en madurez fisiologica. Los frutos fueron
colectados directamente a partir de un huerto localizado en Cuitlahuac, Ver., (18°
42’ latitud N y 96° 28’ longitud W), altitud entre 140 y 500 msnm. Se lavaron con
agua, se desinfestaron por inmersion en hipoclorito de sodio 3 % durante 5 min y
adicionalmente se enjuagaron por tres ocasiones consecutivas con agua destilada
estéril, se secaron usando toallas de papel estéril y se colocaron en charolas
desinfestadas con alcohol etilico 70%, evitando el contacto entre los frutos y

colocandolos sobre una base de papel absorbente estéril. Cada una de las
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charolas se colocé en bolsas de polietileno y se sellaron con el fin de crear la
atmoésfera de una camara humeda. A 20 frutos de limén se les realizé una
pequefia herida con una aguja de acero inoxidable estéril a una profundidad de 2
mm y un ancho de 1 mm, y se inocularon con 20 L de la suspension conidial a
una concentracién de 1 x10° (20 000 esporas mL™), la cual se obtuvo de una
colonia de una semana de edad. Se usaron 3 tipos de testigos, 10 frutos con
herida a los que se les depositaron 20 pL de agua destila estéril, 20 frutos sin
herida marcados por un circulo con un marcador indeleble donde se depositaron
20 pL de la suspensién conidial de P. digitatum a una concentracién 1 x 10° (20
000 esporas mL™) y como tercer testigo se utilizaron 10 frutos sin herida a los que
se les depositdé 20 yuL de agua destilada estéril. Los frutos se mantuvieron en
condiciones de laboratorio a temperatura ambiente (23 + 2 °C) que se observaron
diariamente durante ocho dias, registrando los sintomas que se desarrollaron
alrededor del sitio de inoculacion, la incidencia y severidad de los dafios.

Reaislamiento del patdgeno. De acuerdo a los postulados de Koch, a
partir de los sintomas reproducidos en la prueba de patogenicidad se reaisl6 a
Penicillium digitatum de la misma manera en que fue aislado inicialmente (Agrios,
2005).

Preparacién de la suspension conidial de P. digitatum.

En las cajas Petri donde se desarrollaba el inéculo, se agregd agua
destilada estéril y una gota del surfactante Tween 20® (polioxietilen sorbitan
monosaturado), agitando para romper la tension superficial entre las esporas y
evitar su aglomeracion. Posteriormente, se transfirid a un vaso de precipitados y
se tomo una alicuota de 1 mL con una pipeta Pasteur. En seguida, se realizaron
los conteos de conidios utilizando una cdmara de Neubauer, Al conteo en C.P.C.
se aplico la siguiente férmula para estimar el numero de conidios por mL de
suspension (French and Herbert, 1982):

Numero de conidios/mL = NUumero de conidios en C.P.C. x 10 000
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Se prepararon las siguientes suspensiones de conidios: 1x10°, 3x10°
5x10°, 7x10°, 9x10> 1x10%mL y un testigo en el que se utilizé6 de agua destilada

esteéril.

Inoculacién de los frutos

Los frutos de limon persa se lavaron y desinfestaron en una solucion de
hipoclorito de sodio 3% durante 3 min. Posteriormente, los frutos se colocaron 3
min en agua destilada estéril y se secaron perfectamente con toallas de papel
absorbente estériles. Los frutos se inocularon haciendo un piquete de 1 mm de
ancho por 2mm de profundidad en el centro del fruto con una aguja de acero
inoxidable estéril. Usando una micropipeta, se colocaron 20 uL de la concentracion
de esporas sobre la herida. Los frutos se colocaron en charolas de plastico en las
gue previamente se habian colocado toallas de papel estéril humedecidas con
agua destilada estéril. En cada charola se acomodaron seis frutos de limén persa
inoculados con P. digitatum y finalmente las charolas se introdujeron en una bolsa
de polietileno para mantener una atmésfera controlada a = 95 % de humedad

relativa y 25 °C.

Analisis estadistico
Diariamente durante 8 dias se midieron en los frutos el diametro del

crecimiento del ablandamiento, el micelio y la esporulacion de P. digitatum,
usando un Vernier digital (Trupper ®). Cada tratamiento se hizo con seis
repeticiones mismos que fueron alojados en un disefio experimental
completamente al azar donde la unidad experimental fue un fruto de limén persa.
El andlisis de varianza y comparacion de medias se realizd utilizando el paquete
estadistico SAS System®.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién morfoldgica

La colonia del hongo en PDA en los primeros 4 dia, presenté un rapido y
abundante crecimiento micelial aéreo con apariencia aterciopelada. La colonia
crecid con un color blanco dado al denso desarrollo de estructuras hifales y
conodioforos. En los siguientes dias, la colonia tomo un color verde olivo grisaceo
debido a la abundante presencia de esporas asexuales, y una corona radial en su
contorno color blanco que corresponde a las estructuras hifales. Al reverso de la

caja Petri el hongo desarroll6 una tonalidad amarillenta-cremosa (Figura 1 A).

Con microscopio de luz, se observaron estructuras hifales y conidi6foros,
con su caracteristico penicilo o pincel hialino que define al género segun Barnett
and Hunter (1998). En este caso, presento las estructuras de métulas, las cuales
mostraron una variable cantidad de filaides que dan origen a los conidios de forma
eliptica a cilindrica, de color blanco verdoso a verde palido con medida de 5-9 x 3-
6pm (Figura 1 B).

16



Fig. 1. A) Cepa de Penicillium digitatum 15 dias después de su siembra en PDA a
temperatura ambiente. B) Penicillium digitatum (3x) con el tipico pincel y fialides
que dan origen a conidios hialinos de forma eliptica cilindrica.

Del producto de la PCR de los aislamientos monosparicos se aline6 con las
secuencias de P. digitatum del Banco de Genes del NCBI. La homologacion de
nucleotidos entre la secuencia de los cultivos monospaoriscos de ésta investigacion
fue de 99% y quedd depositado en el NCBI con numero de acceso HQ637381,
confirmando que el agente causal de la pudricion con moho verde de los frutos de
limén persa en el municipio de Tecoman, Col., México es P. digitatum.

La secuencia de bases obtenidas fue la siguiente: bankit1410278
ggacaggccg cggcaacgag acgaacaagc ggccccctgg ggeccgecgec cggegtgttt attttagttg
gagcttcggc gggcccgcct ttactggecg ccggggggct cacgetcceg ggeececgegec cgecgaagac
acccccgaac tctgtctgaa gattgcagtc tgagtgaaaa cgaaattatt taaaactttc aacaacggat
ctcttggttc cggcatcgat gaagaacgca gcgaaatgcg atacgtaatg tgaattgcaa attcagtgaa
tcatcgagtc tttgaacgca cattgcgecc cctggtattc cggggggcat gectgtccga gegtcattge
tgccctcaag cccggcettgt gtgttgggec cecgtececececeg atcccggggg acgggeccga aaggcagegg
cggcaccgcg tccggtectc gagcegtatgg ggctttgtca cccgetcegt aggeccggec ggegectgec
gatcaacccc aaatttttaa tccaggttga cctcggatca ggtagggata cccgctgaac ttaagcatat
caaggctgag agcgacagag ggttgagctg gacgcgacga ctttgtcggt tggaagtgct tctgaacccc
gcctttggca tttatttgcc aaaggaatta 661 attcaaatcg gcctcagatt ggtaggacta cccgctgaac
ttaagcatat caataacccg gaggaaccat cgcccactgc aggctgacct cagacatata caaaaatgac
gagttatatg aacactgctc ctcaacacac cctacccccc cacgecccge gcaactaccc geccctecte
tcaaacatcc tcctccacaa cacgtcatat tcctcccect cttctcectc tatctcattc  tcctactgtce
gtgccgtatt gtatcatcca tctcctatce tectctctct atatatggac tatgttcatt cactattatg cgtttcctac
catcgctata acctacgacc catagccaca gtcctgagtc aactaccag.

Prueba de patogenicidad

El aislamiento de P. digitatum resultd ser patogénico al inducir sintomas
tipicos de la enfermedad del moho verde en 100% de los frutos inoculados por
herida. La aparicion de sintomas se observdo dos DDI, cuando los frutos

presentaron lesiones iniciales que se manifestaron con manchas circulares

17



ligeramente hundidas de color café claro con aspecto humedo, sin micelio. En
estado avanzado, éstas lesiones mostraron masas de esporas color verde
olivaceo rodeadas por un circulo de micelio blanco de consistencia algodonosa.
En la etapa final del experimento, el hongo fue capaz de cubrir 80-100% de la
superficie de los frutos inoculados. Estos sintomas fueron similares a los que
manifestaron frutos con moho verde de donde se aisl6 originalmente la cepa de P.

digitatum.

Concentracion de inéculo 6ptima para la infeccion

En el Cuadro 1 se observa que existe una relacién positiva entre la
concentracion de esporas e incidencia de la enfermedad, esto es, a medida que

aumenta la concentracion crece el porcentaje de incidencia.

Cuadro 1. Incidencia del moho verde en frutos de limon persa inoculados con P.

digitarum a diferentes concentraciones.

Conc. No. de esporas % Incidencia
de esporas por herida

1x10° 2 000 33.33
3x10° 6 000 50.00
5x10° 10 000 100
7x10° 14 000 100
9x10° 18 000 100
1x10° 20 000 100

La relacién anterior se expres6 mediante el modelo de la regresion lineal
(Figura 2) para concentraciones menores e igual a 5x10° esporas mL™, siendo que
a partir de ésta concentracion se alcanza 100% de incidencia, indicando que no es
necesario inocular a concentraciones mayores para lograr la infeccion en el fruto.

El parametro estimado en la regresion lineal indica que a un incremento en

la concentracion de esporas de 1x10° se espera un aumento en la incidencia de
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20%, llegando a 100% a una concentracion de 5x10° esporas mL™ (500 000

esporas).
Regresion lineal de laincidencia
de P. digitatum
120
y =0.0002x —
100 RZ=0.9482
L g0 # INCIDENCIA
<
S
LéJ 60 Prondstico
5 * INCIDENCIA
Z 40
* ——Lineal
20 (INCIDENCIA)

O T T T T T 1
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

CONCENTRACION (esporas mL-1)

Fig. 2. Regresion lineal para determinar el porcentaje de incidencia de P.

digitatum sobre frutos de limén persa en postcosecha.

El diametro del ablandamiento del tejido de los frutos se midié diariamente
durante una semana DDI y contrasto6 el efecto medio principal de los tratamientos
a través de la prueba t pareada, de la que se concluye una diferencia significativa
en el crecimiento del area de ablandamiento para algunas de las concentraciones
de esporas. En el Cuadro 2, se observa que los tratamientos 1 y 2 no son
significativamente diferentes entre ellos (a=0.05) pero el tratamiento 2 si lo es del
testigo, el cual no presentd ablandamiento. El tratamiento 3, a su vez no presenta

diferencias significativas con los tratamientos 4, 5y 6.
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Cuadro 2. Crecimiento del ablandamiento de frutos de limon persa inoculados
con Penicillium digitatum a diferente concentraciones.

Conc. No. de esporas Crecimiento

de esporas por herida (mm)
T1. 1x10° 2 000 9 bc’
T2. 3x10° 6 000 14.888 b*
T3. 5x10° 10 000 37.406 a
T4. 7x10° 14 000 37.829 a
T5. 9x10° 18 000 43.113 a
T6. 1x10° 20 000 44.150 a
T7. Testigo 0.000 0.000 c

DMS (a=0.05) 9.995

"Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente.
DMS: Diferencia Minima Significativa.
CVv=37.203

El andlisis estadistico del crecimiento de micelio en los frutos inoculados a los
diferentes niveles de concentracion mostrd diferencias significativas entre ellos.
Para los tratamientos 1 y 2 el desarrollo de micelio no fue significativamente
diferente del testigo («=0.05) que no presentd crecimiento de micelio, mientras
gue el resto de los tratamientos no fueron significativamente diferentes entre ellos
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Crecimiento de micelio en frutos de limon persa inoculados con
Penicillium digitatum a diferente concentraciones.

Conc. No. de esporas Crecimiento

de esporas por herida (mm)
T1. 1x10° 2 000 6.930 b*
T2. 3x10° 6 000 11.738 b*
T3. 5x10° 10 000 29.480 a*
T4. 7x10° 14 000 34.178 a*
T5. 9x10° 18 000 37.140 a*
T6. 1x10° 20 000 37.726 a*
T7. Testigo 0.000 0.000 b*

DMS(a=0.05) 11.835

*Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente.
DMS: Diferencia Minima Significativa.
CV=52.23

El efecto de los tratamientos en la esporulacion del hongo mostro
diferencias significativas (a=0.05) entre las concentraciones de esporas, de
manera que permitié la formacién de dos grupos. En los tratamiento 1 y 2 no se
encontré diferencia significativa («=0.05) en la esporulacion del hongo con
respecto al testigo, en donde no hubo desarrollo del hongo. Los resultados
muestran que a bajas concentraciones de esporas la germinacién del P. digitatum
es considerablemente baja, en contraste con los tratamientos 3, 4, 5y 6 que
mostraron diferencia significativa con el testigo y una superficie esporulada mayor

a 29 mm del didmetro del fruto (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Esporulacion de Penicillium digitatum a diferente concentraciones
en frutos de limén persa inoculados.

Conc. No. de esporas Crecimiento

de esporas por herida (mm)
T1. 1x10° 2 000 6.058 b*
T2. 3x10° 6 000 10.315 b*
T3. 5x10° 10 000 24.750 a*
T4. 7x10° 14 000 32.674 a*
T5. 9x10° 18 000 34.495 a*
T6. 1x10° 20 000 34.958 ax
T7. Testigo 0.000 0.000 b*

DMS (0.=0.05) 11.348

*Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente.
DMS: Diferencia Minima Significativa.
CV=54.955

El efecto de la concentracién de esporas en el crecimiento del hongo ha
sido anteriormente estudiado para otros frutos en postcosecha como manzana
(Janisiewicz et al., 2005). Para el caso de citricos, en México solamente existe
reporte para naranja (Gonzalez, 2011). El presente trabajo aporté informacion
sobre la concentracion de esporas Optima para causar 100% de infeccién de P.
digitatum en frutos de limén persa. El hongo mostrod eficiencia en causar infeccion
a partir de la concentracién 5x10° esporas mL™ (500 000 esporas) lo cual servira
como referencia para trabajos relacionados a este patégeno en limén persa o en
otros citricos, ya que en trabajos realizados para manejo de Penicillium spp. se
usan concentracion 1x10° o mayores a estas. Se ha intentado el control quimico
de la enfermedad en frutos inoculados a altas concentraciones de esporas. Por
citar algunos ejemplos, Holmes et al., (1999), estudiaron la sensibilidad de P.
digitatum y P. italicum a fungicidas en postcosecha utilizando para la inoculacién
una suspension de esporas 200pl a una concentracion de 1x10’ esporas/mL; por
otro lado, Sminilack et al., (2007) estudiaron el control de la pudricion del moho

verde en postcosecha con carbonato de potasio combinado con fungicidas y calor
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utilizando en su metodologia una concentracién 1x10® y 1x10° esporas/mL.
Kanetis et al., (2008) en su trabajo relacionado con sensibilidad de Penicillium
spp. a nuevos fungicidas de postcosecha en citricos y la evaluacion de la
resistencia de P. digitatum, utilizaron una suspensién conidial de 1x10°
esporas/mL. El presente trabajo muestra que la concentracion de inoculo es
importante para lograr el nivel de infeccion adecuado para reproducir los sintomas
de la enfermedad para estudios posteriores; de igual forma, es importante
documentar el comportamiento del hongo una vez que infecta al fruto, ya que esto
permitird determina el tiempo de vida de anaquel de un fruto infectado o en su
caso implementar un manejo de la enfermedad que retarde los sintomas del moho
verde. Las bajas concentraciones de esporas en la inoculacion de P. digitatum en
frutos de limén persa reflejé un lento desarrollo de sintomas, lenta colonizacion de
los frutos y poca germinacion de esporas respecto a las concentraciones altas
(7x10°, 9x10° y 1x10°); sin embargo, todas la concentraciones tuvieron frutos
enfermos en que el hongo cubrié totalmente o casi en su totalidad la superficie del

fruto en el octavo DDI.

CONCLUSIONES

La concentracion Optima para que ocurra 100% de incidencia de la
enfermedad es la dosis 5x10° esporas/ml (10 000 esporas por 20ul por herida).

A menor concentracion de esporas la presencia de sintomas es lenta y el
crecimiento y esporulacion de Penicillium digitatum es baja. Tal es el caso de las
concentraciones < 3x10° esporas m™ donde la infeccion tuvo poco éxito.

Las concentraciones superiores a 5x10° esporas/ml favorece el rapido
crecimiento y esporulacion de P. digitatum causando mayor dafio en los frutos de
limén persa, impactando en sus caracteristicas organolépticas y reduciendo la vida
de anaquel.

En todas las concentraciones en que ocurrié la infeccion con el moho verde
los frutos se encontraron colapsados al octavo dia después de la inoculacion de

los frutos.
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CAPITULO Il

SENSIBILIDAD /N VITRO DE Penicillium digitatum A DIFERENTES
FUNGICIDAS QUIMICOS EN FRUTOS DE LIMON PERSA (Citrus

latifolia Tanaka).
Gabriela Pelayo-Sanchez!, Carlos De Ledn-Garcia de Alba', Daniel Nieto-
Angel' Mario Orozco-Santos?
'postgrado de Fitosanidad, especialidad de Fitopatologia, 2 INIFAP, CIRPAC,

Campo Experimental Tecoman, Tecoman, Colima.

RESUMEN

El moho verde, causada por Penicillium digitatum, es responsable de pérdidas de
citricos en el proceso de almacenamiento y comercializaciéon. El presente trabajo
tuvo como objetivo la inhibicion del crecimiento micelial y la eficiencia bioldgica en
el control quimico in vitro de ésta enfermedad. Los fungicidas evaluaron fueron:
cyprodianil+fludioxonil, fludioxianil, proclhoraz , tiabendazol, imazalil, tryfloxistrobin
y pirimetanil a concentraciones de 0.01, 0.10, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800
y 1000 ppm. Se trabajo con medio de cultivo papa-dextosa-agar (PDA) en estado
liquido a 45-50°C al cual se le adicioné cada una de las concentraciones de los
diferentes fungicidas. Una vez solidificado el PDA, en cada caja Petri se sembré
un disco micelial de 5 mm de diametro de un cultivo con crecimiento activo de P.
digitatum en PDA de 7 dias de crecimiento, el cual se aislé de frutos de limén
mexicano del estado de Colima, Méx. Se tomo lectura cada 24 hrs. durante 10
dias. Los resultados obtenidos mostraron que todos los fungicidas evaluados son
eficientes en la inhibicibn micelial de P. digitatum. Cyprodianil+fludioxonil,
fludioxonil, proclhoraz, tiabendazol e imazalil resultaron en una eficiencia >90% a
concentraciones 1.0 ppm.

Palabras claves: P. digitatum, in vitro, fungicidas, eficiencia.
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SENSITIVITY IN VITRO OF Penicillium digitatum TO DIFFERENT CHEMICAL
FUNGICIDES IN PERSIAN LEMON FRUITS (Citrus latifolia Tanaka).

ABSTRACT

The green mold caused by Penicillium digitatum is responsible for losses of citrus
in the process of storage and marketing. The present study had like an objective
the mycelia growth inhibition and biological efficiency in the chemical control in
vitro of this disease. The fungicides evaluated were: Cyprodianil +Fludioxonil,
Fludioxianil, Prochloraz, Thiabendazole, Imazalil, Pyrimethanil Tryfloxistrobin at
concentrations of 0.01, 0.10, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000 ppm.
The culture medium was potato-dextrose-agar (PDA) in liquid at 45-50 ° C to which
was added each of the various concentrations of fungicides. Once solidified the
PDA, on each Petri dish was seeded a mycelia disc of 5 mm in diameter of actively
growing culture of P. digitatum on PDA of 7 growth days, which was isolated from
Mexican lemon fruits of the state of Colima, Mex. Reading was taken every 24
hours for 10 days. The results showed that all fungicides tested, are effective in
mycelial inhibiting of P. digitatum. Cyprodianil + Fludioxonil, Fludioxonil,
Proclhoraz, Thiabendazole and Imazalil resulted in 90% efficiency at
concentrations of 1.0 ppm.

Keywords: P. digitatum, in vitro, fungicides efficiency.
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INTRODUCCION

México posee un gran potencial para la produccion de limén persa, dadas
sus condiciones climaticas y suelo. En general, la demanda del fruto por Estados
Unidos de América (EEUU), ha ido en aumento, por lo que nuestro pais tiene
buenas perspectivas de conquistar ese mercado externo.

La introduccién de los citricos al Nuevo Mundo lo hicieron los espafioles y
portugueses. De acuerdo con las narraciones de Fray Bartolomé de las Casas, en
el segundo viaje de Cristobal Colon, 1443, fue cuando se trajeron semillas de
naranja dulce, naranjo agrio, limén sidra y probablemente limas, que fueron
sembrados por vez primera en Haiti. Posteriormente, los citricos llegaron a
América continental en las expediciones de Francisco Hernandez de Cdérdoba en
1517 y Juan de Grijalva en 1518, donde se establecieron en formas silvestres en
algunas regiones de México, el Caribe y Sur de Florida (Lara, 2006).

El limén pérsico 6 “Tahiti lime” como se le conoce en Estados Unidos, en
México conocido como limoén sin semilla, es una fruta relativamente nueva que
aparece en los huertos de California, EEUU, en el siglo pasado, llevado
presumiblemente por unos marineros desde la isla de Tahiti, en Oceania (Lara,
2006).

Los citricos son afectados por una diversidad de hongos que contribuyen a
la pudricién de los frutos, provocando enfermedades en la etapa de postcosecha
que causan pérdidas econdmicas de importancia. En general, las causas de las
pérdidas por enfermedades de postcosecha son de orden fisioldgico y patologico.
En el caso de frutos citricos las enfermedades son provocadas por Penicillium
spp., Alternaria sp., Botrytis sp., Geotrichum sp. y Rhizopus sp. Se considera a
Penicillium digitatum Sacc. y Penicillium italicum Wehmer, el moho verde y el azul,
respectivamente, como los hongos de mayor importancia a nivel mundial, que
causan graves dafios a los citricos (Klotz, 1973). En México, el principal agente
causal de pudriciones en limones en almacenaje es el género Penicillium spp. La

cosecha en dias humedos y temperaturas templadas favorece el desarrollo de
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estos patdgenos, provocando mas del 90% del total de las pérdidas en
postcosecha (Eckert and Eaks, 1989).

La infeccidn por hongos en los citricos puede ocurrir en diversas etapas,
incluyendo durante el cultivo, la cosecha, durante el procesamiento o empacado,
almacenamiento, transporte, mercado e incluso después de ser adquirido por el
consumidor. Estos microorganismos producen una depreciacion del producto, que
en muchos casos se debe desechar y no se puede comercializar (Plaza et al.,
2004). Penicillium digitatum entra a la fruta a través de heridas, por lo cual resulta
muy importante minimizar los golpes durante y después de la cosecha (Guédeza
et al., 2010). Las infecciones primarias se inician por heridas producidas por
alteraciones de origen fisiologico durante la etapa de crecimiento, 0 mecanico
durante la cosecha o por la posterior manipulacion de las frutas hasta el consumo.
Ciertas especies de Penicillium sp. productoras de etileno provocan un aumento
de la tasa respiratoria de los frutos, afectando su coloracion y acelerando su
senescencia (Agrios, 1999). A pesar de la eficiencia de las medidas preventivas de
limpieza y desinfeccién de equipos e instalaciones en la reduccién de la poblacion
de patogenos, es la propia fruta la que generalmente llega contaminada del
campo, por lo que se hace necesario realizar tratamientos dirigidos a controlar de
forma activa las pudriciones mediante el tratamiento con productos quimicos.
Estos suelen ser fungicidas a base de imidazoles o benzimidazoles (Kanetis et al.,
2008).

A nivel mundial, el control de Penicillium spp. se basa principalmente en el
uso de fungicidas quimicos. Los principios activos mas utilizados son el imazalil
(IMZ), proclhoraz (PRO), orto-fenil fenato de sodio (SOPP) y tiabendazol (TBZ
(Smilanick et al., 2008).

En la actualidad existe un numero reducido de fungicidas autorizados para
su utilizacion en la postcosecha de fruta de pepita y ninguno para los de hueso.
Los tratamientos mas ampliamente utilizados se aplican mediante ducha
("drencher") que se basan generalmente en una combinacion de dos o mas
fungicidas, donde el imazalil o el tiabendazol son la parte mas importante de ella.

Los fungicidas autorizados en postcosecha de citricos son el imazalil,
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metiltiofanato, miclobutanil, ortofenilfenol, proclhoraz y tiabendazol (Tuset, 1987).
La aplicacion de productos fungicidas se basa en la eliminacion del in6culo
presente en la superficie del fruto, pero no se tiene en cuenta que para que se
produzca una pudricibn es necesario que se cumplan cinco condiciones: Nivel
suficiente de inoculo, contacto del inéculo con la fruta, existencia de vias de
penetracion, condiciones ambientales adecuadas y nivel de susceptibilidad del
fruto (Tuset, 1987).

En México lamentablemente no existe, o no esta bien documentada la
tecnologia sobre el manejo de infecciones en almacenamiento de limon persay es
por ello que en este trabajo se evalud la efectividad bioldgica in vitro de algunas

formulaciones quimicas para el manejo en postcosecha de P. digitatum.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio
El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Postcosecha del

Instituto de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de Postgraduados Campus

Montecillo, ubicado en Montecillo, Municipio de Texcoco, México.

Aislamiento
El aislamiento con el cual se trabajo en la presente investigacion fue

Penicillium digitatum aislado e identificado en el capitulo anterior.

Prueba de efectividad bioldgica in vitro

Se evaluaron 7 formulaciones comerciales de fungicidas (Cuadro 5) de
forma in vitro para la inhibicion del crecimiento micelial de P. digitatum en las
siguientes concentraciones: 0.01, 0.10, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y
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1000 ppm. Cada una de las diferentes combinaciones producto-concentracion
constituy6 un tratamiento.

Se prepar6 una solucidbn madre para cada una de las formulaciones y se
adiciond el volumen indicado del producto a un matraz con medio de cultivo papa-
dextosa-agar (PDA) en estado liquido a 45-50°C. Este procedimiento se repitid
para cada una de las concentraciones de los diferentes fungicidas. PDA sin
fungicida se uso como control o testigo. Aproximadamente 20 mL de medio de
cultivo + fungicida se vertié dentro de cada una de las cajas Petri (60 mm de
diametro). Una vez solidificado el PDA, en cada caja se sembr6 un disco micelial
de 5 mm de diametro de un cultivo con crecimiento activo de P. digitatum en PDA
de 7 dias de crecimiento. Las cajas Petri se incubaron a 24 = 2°C, se tomaron
lecturas del didmetro polar y ecuatorial de las colonias cada 24 h con ayuda de un
Vernier digital (Trupper ®) durante 10 dias para posteriormente analizarlos.
Cuadro 5. Fungicidas probados para inhibicion in vitro del crecimiento micelial de

Penicillium digitatum. 2012.

Grupo quimico Ingrediente Modo i.a.% Formulacién
activo de accion

Anilinopirimidinas/  Cyprodinil+ Sistémico 375+ 25 WG?

Fenilpirroles Fludioxonil

Fenilpirroles Fludioxonil Contacto 50 WPP

DMI*-Imidazoles Proclhoraz Sistémico 45 EC®

Benzimidazoles Tiabendazol Sistémico 60 wpP

Imidazol Imazalil Sistémico 75 WG?

Estrobilurina Trifloxystrobin ~ Mesostémico 25 sc®

Anilinopirimidinas  Pirimetanil Sistémico 54.6 sc®

WG?=Granulos dispersables; WPP°=Polvo humectable; EC°=Concentrado
humectable; SC? Suspension concentrada. *Inhibidores de la demetilacion.
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Analisis estadistico

Las cajas Petri con las diferentes concentraciones de fungicida se instalaron
siguiendo un disefio experimental de parcelas divididas para determinar la
significancia del efecto promedio de los fungicidas, la concentracién y la
interaccion entre ellos. El experimento se condujo con cuatro repeticiones donde la
unidad experimental fue la caja Petri. Se calculé el andlisis de varianza y
comparacion de medias por la minima diferencia significativa (LSD) usando el
paquete estadistico SAS System®. También se calculo la efectividad biol6gica de
los fungicidas mediante la formula de Abbott (1925).

La féormula Abbott para calcular la efectividad de los productos es la siguiente:

BT = LT 100
= X
RT

donde:
ET= eficiencia del tratamiento
RT= diametro en mm del crecimiento micelial en el testigo (PDA)

rt= diametro en mm de cada tratamiento (PDA + fungicidas)

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza y comparacion de medias (Cuadro 6) mostraron que
existen diferencias significativas (LSD P<0.05) entre los productos vy
concentraciones. La interaccion de las anteriores también resulté significativa, lo
gue indica que la concentracién tiene un efecto diferente sobre el crecimiento del
hongo para cada uno de los productos.

De acuerdo al porcentaje de eficiencia Abbott todos los fungicidas inhibieron
el crecimiento micelial del hongo en un porcentaje >78% y de acuerdo a la
comparacion de medias los fungicidas resultaron significativamente diferentes del
testigo.

En orden descendente de efectividad biolégica en la inhibicion del
crecimiento micelial del moho verde se encuentran el fungicida

cyprodianil+fludioxonil que resulto ser el producto méas eficiente con un control de
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99% (Cuadro 6). Seguido los fungicidas fludioxonil, proclhoraz vy tiabendazol que
fueron significativamente diferentes (a=0.05) entre ellos con 96, 95 y 94%,
respectivamente, de control micelial del hongo. Imazalil, de acuerdo a la
comparacion de medias fue significativamente diferente del resto de los productos
(LSD P<0.05) y de acuerdo con la eficiencia abbott obtuvo 90% de control. El
fungicida trifloxystrobin obtuvo en el control de P. digitatum cercano a 90%. El
ingrediente activo pirimetanil fue el menos eficiente de los fungicidas para inhibir el

crecimiento micelial del moho verde con un control < 80%.

Cuadro 6. Efectividad biolégica de productos quimicos para la inhibicion in vitro
del crecimiento de P. digitatum en PDA. 2012.

Ingrediente @ de la colonia % eficiencia
Activo (mm)* Abbott**
cyprodianil+fludioxonil 0.3778 f 99.02
Fludioxianil 1.5022 ¢ 96.13
Proclhoraz 1.7878 ef 95.39
Tiabendazol 2.1784 e 94.38
Imazalil 3.7465 d 90.35
Tryfloxistrobin 44676 cC 88.49
Pirimetanil 8.2328 b 78.79
Testigo 38.8265 a 0
DMS(a=0.05) 0.4505

* Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente en la prueba (LSD
P<0.05). ** La eficiencia abbott se calcul6 a partir de las medias de cada uno de
los productos y testigo obtenidos en la comparacién de medias. DMS: Diferencia
Minima Significativa.

CVv=202.72

Se observé gue todas las concentraciones de fungicidas probadas fueron
significativamente diferentes del testigo (LSD P<0.05). Las concentraciones
resultaron significativamente diferentes («=0.05) entre ellas hasta el nivel de 5

ppm, a partir de la cual no existen diferencias significativas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Inhibicion del crecimiento micelial de P. digitatum con diferentes de

fungicidas quimicos. 2012

Concentracion @ de la colonia
(ppm) (mm)

0 38.8265
0.01 15.2381
0.1 10.9680
1 4.3214
5 1.2989
10 1.1475
50 1.0823
100 0.9968
200 1.2989
400 1.2552
600 0.3219
800 0.2503
1000 0.1096
DMS(a=0.05) 1.0699

DMS: Diferencia Minima Significativa.
CVv=202.72

En general, mas de un fungicida en diferentes concentraciones inhiben por
completo el crecimiento micelial de P. digitatum a partir de 600 ppm; sin embargo,
se tiene que cyprodianil+fludioxonil, fludioxonil, proclhoraz, tiabendazol e imazalil
en la mayoria de sus concentraciones mostraron resultados aceptables en el
control del moho verde a partir de 1.0 ppm.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que mas de un
producto en sus diferentes concentraciones controlaron a P. digitatum dato que
sera de utilidad para decidir que producto aplicar en almacén para controlar esta
enfermedad y prolongar el periodo de comercializacion de los frutos estara en

funcién del precio del fungicida.
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La eficiencia alcanzada de cyprodianil+fludioxonil en la inhibicién del
crecimiento del hongo fue >99%, ademas de que la concentracion 1.0 ppm inhibio
casi por completo el crecimiento micelial de P. digitatum. La combinacién de estas
dos moléculas funciona mejor ya que juntos alcanzan casi 100% de control, cosa
que el ingrediente activo fludioxonil (FLU) no logré cuando se aplicé de forma
independiente. Esto se debe a que cyprodianil inhibe el crecimiento del tubo
germinativo del hongo y FLU actia provocando una hipertrofia que lleva a la

destruccion de las células del hongo (Syngenta Crop Protection, Inc., 2004).

En el caso de proclhoraz y fudioxonil (FLU) son productos que actualmente
se usan en paises donde el moho verde ha mostrado resistencia a los
benzimidazoles (Schirra et al., 2005). Estos ingredientes activos fueron efectivos
en la inhibicién del crecimiento micelial de P. digitatum a partir de la concentracion
1.0 ppm con una efectividad de 95%. Acufa et al., (2009) reportan que utilizando
FLU se obtuvo un buen control del hongo en concentraciones de 100 y 200 ppm
en pruebas in vivo. En otra investigacion, Schirra et al., (2005) reportan un control
eficiente de FLU al aplicarse por inmersion (180 seg.) a 400 ppm en naranjas
Tarocco. Este fungicida de bajo riesgo segun la clasificacion de la EPA, USA
(Palou, 2008). Es conveniente mencionar que los resultados obtenidos en el
presente trabajo tienen un comportamiento similar, ya que en las pruebas in vivo el
hongo resulta ser menos sensible a FLU ya que en las otras pruebas se requiere
de mayor concentracion del fungicida para obtener resultados favorables en el
control del patégeno en frutos inoculados con el hongo. En el caso de proclhoraz
Salvador et al., (2007) mencionan que este ingrediente activo es eficiente en
dosis de 10 ppm similares a los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Tiabendazol (TBZ), producto que se ha utilizado desde los afios 505 para el
control de pudriciones por Penicillium sp. en EEUU (Smilanick et al., 1999), ha
creado cepas resistentes en el moho verde. Este compuesto esta autorizado en
México para el manejo del moho verde en citricos (COFEPRIS, 2012). Para el
presente estudio TBZ mostré una eficiencia aceptable para el control del moho
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verde inhibiendo el crecimiento desde 1.0 ppm con una eficiencia de 94%. Kanetis
et al., , (2008) reportan sensibilidad de P. digitatum a TBZ en concentracién de
120 ppm lo cual sugiere que la cepa con la cual se trabajé es muy sensible a este
producto. Por otro lado, Gonzélez (2011) reporta que TBZ in vitro a
concentraciones de 420-1680 ppm obtuvo 100% de inhibicion en el crecimiento
micelial del moho verde, muy cercano al obtenido en el presente trabajo aun
cuando aqui se reporta que este control fue a una menor concentracion.

El ingrediente activo imazalil (IMZ) presenté un comportamiento aceptable
en la inhibicion del crecimiento micelial del hongo a partir de la concentracién de
1.0 ppm inhibié totalmente el crecimiento del hongo. Segun Zhang (2007) IMZ
aplicado a concentraciones de 500-2000 ppm a frutos de naranja fue eficiente en
el control de P. digitatum. En la investigacion realizada por Acufia et al., (2009)
mencionan que IMZ a dosis de 750 ppm lograron un control efectivo del patégeno.
Las diferencias con los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian
deberse a que los trabajos anteriores fueron realizados in vivo.

El fungicida pirimetanil (PYR) ingrediente activo promisorio para el control
de cepas resistentes al IMZ, presentd un efecto de inhibiciébn del crecimiento
micelial de P. digitatum en concentracion mas altas (600-1000 ppm) alcanzando
un 78% de eficiencia. Gonzalez (2011) estudio la eficiencia del control de P.
digitatum in vitro reportando una concentracion de PYR de 1 980 ppm dio 71.16%
de control. Por lado, Orozco et al., (2009) estudiaron el control quimico de P.
digitatum en limén persa in vivo a 2000 ppm de PYR + cera obteniendo una
eficiencia de control de 97%. Estas discrepancias se deben, probablemente, a la
mayor concentracion de ingrediente activo utilizada y que en el segundo caso la
prueba fue realizada en frutos no en medio de cultivo, ademas de la aplicaciéon de
cera contribuyd a la eficiencia del producto. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo concuerdan con los obtenidos en California EEUU, donde la
aplicacién de 500 o 1000 ppm de PYR en solucién acuosa mediante inmersién
durante 30 seg., redujo la incidencia de P. digitatum, en limones y naranjas en

forma muy importante (Smilanick et al., 2006).
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En el presente trabajo se evaluaron fungicidas son de accion sistémica, a
excepcion de fludioxonil de accion contacto vy trifloxystrobin con modo de accién
mesostémico, que resultaron en la inhibicion del crecimiento del micelio del moho
verde a nivel in vitro. La presente investigacion se generd informacion importante
ya que en México solo existe el trabajo de Orozco et al., (2009) relacionado con
el control de P. digitatum en limon persa. Los resultados obtenidos serviran como
referencia para estudios posteriores como son los relacionados con la evaluacion
de estos fungicidas in vivo y que adicionalmente servira de utilidad a productores,
y en general a empacadores de éste fruto para evitar pérdidas debido a la
presencia del patégeno

En EEUU, P. digitatum ha desarrollado resistencia a varios fungicidas,
principalmente a tiabendazol e imazalil debido al uso excesivo de estos productos
(Kinay, 2006). Sin embargo, en México se ha dado poco uso a estos ingredientes
activos disminuyendo la probabilidad de desarrollar cepas de P. digitatum
resistentes. El control quimico es uno de los métodos para el control de
patdgenos, pero no es la unica alternativa. Hoy en dia se realizan muchos trabajos
tratando de encontrar alternativas al control quimico debido a la resistencia
desarrollada por el moho verde, aunado a la tendencia a consumir productos
inocuos libres de sustancias toxicas que puedan afectar la salud humana. El éxito
de un buen control de la enfermedad debe de incluir la integracién de los métodos

de control, incluyendo el buen uso y manejo adecuado de los fungicidas.
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CONCLUSIONES

Todos los fungicidas evaluados en la prueba in vitro mostraron ser eficientes en la
inhibicion micelial de P. digitatum.

Cyprodianil+fludioxonil, fludioxonil, proclhoraz, tiabendazol e imazalil obtuvieron
efectividad biolégica por encima del 90% a concentraciones igual o mayores 1.0
ppm.

Es importante determinar la concentracion a la cual el ingrediente activo tiene una
eficiencia bioldgica aceptable para evitar costos innecesarios en el manejo de la

enfermedad en postcosecha.
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