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Caracterizacion de aislamientos de moho
verde (Penicillium digitatum) resistentes
al fungicida pirimetanil en la region
citricola del rio Uruguay
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RESUMEN

El uso continuado de los fungicidas tiabendazol e imazalil en los empaques citricolas de la region del rio
Uruguay ha llevado a la seleccién y proliferacion de aislamientos de moho verde resistentes; este hongo es la
principal causa de podredumbres en poscosecha. Recientemente, el fungicida pirimetanil (anilino-pirimidina)
(PYR) se ha incorporado a los programas de control de esta enfermedad. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la resistencia a este fungicida de una coleccién de aislamientos, obtenida luego de que este principio
activo se incorporara a los programas de control en los empaques citricolas durante un periodo de aproxi-
madamente 5 afios. 122 aislamientos de moho verde fueron recolectados desde Monte Caseros (Corrientes)
hasta Concordia (Entre Rios) durante 2015. Estos fueron obtenidos de frutos con sintomas del patégeno en
campo y empaque. Se determiné la concentracion de PYR que reduce el crecimiento de las colonias en un
50% (EC,,) para cada aislamiento. La EC50 media de los aislamientos recolectados en campo fue de 0,16
+ 0,02 uyg mL*. No se observaron aislamientos resistentes en campo donde el fungicida no es usado. Por el
contrario, el 64,4% de los aislamientos recolectados en empaques se muestran resistentes a PYR, con una
EC,, media de 5,51 + 0,37 yg mL™*. Los sensibles presentan una EC_, media de 0,20 + 0,02 ug mL™. La infor-
macién suministrada en este trabajo resulta importante en el monitoreo de la susceptibilidad del moho verde
al fungicida PYR en la region citricola del rio Uruguay. La incorporaciéon de este fungicida en los programas
de control de moho verde debe hacerse en forma cuidadosa, implementando distintas estrategias para lograr
resultados efectivos.
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ABSTRACT

The continuous use of the fungicides thiabendazol and imazalil in the citrus packing houses of the Uruguay
River region has led to the selection and proliferation of resistant green mold isolates, being this fungus the
main cause of postharvest rot. Recently, the fungicide pyrimethanil (anilino-pyrimidine) (PYR) has been incor-
porated into the control programs of this disease. The objective of the present work was to study the resistance
to this fungicide of a collection of isolates, obtained after this active principle was incorporated into control
programs in the citrus packaging houses during a period of approximately 5 years. 122 green mold isolates
were collected from Monte Caseros (Corrientes) to Concordia (Entre Rios) during 2015. They were obtained
from fruits with symptoms of the pathogen in the field and packaging. The concentration of PYR which reduces
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colony growth by 50% (EC_,) was determined for each isolation. The mean EC_ of the field-collected isolates
was 0.16 + 0.02 ug mL™. No resistant isolates were observed in the field where the fungicide is not used. In
contrast, 64.4% of those collected from packing houses were resistant to PYR, with an average EC,  5.51 +
0.37 ug mL™. Those sensible isolates showed an EC,; mean 0.20 + 0.02 ug mL™. The information provided in
this work is important for monitoring susceptibility of green mold to the fungicide PYR in the citrus region of the
Uruguay River. The incorporation of this fungicide in green mold control programs must be done carefully, and
different strategies must be implemented to achieve effective results.

Keywords: Synthesis fungicide, citrus postharvest rot, resistance.

INTRODUCCION

Las pérdidas econémicas ocasionadas por las enferme-
dades de poscosecha representan actualmente uno de los
principales problemas de la frutihorticultura mundial (Har-
vey, 1978; Kelman, 1989). Estas pérdidas varian en funcion
de la zona de produccion, de la especie y del cultivar, de la
edad del arbol, de las condiciones climéticas y del manejo
pre y poscosecha. En el caso de citricos las podredumbres
pueden ocurrir en el campo durante la cosecha, transporte,
empague, almacenamiento y conservacion en frio y durante
el proceso de comercializacion (Garran, 1996; Lado et al.,
2011). Los principales agentes causales de podredumbres
en estos frutos son el moho verde (Penicillium digitatum
Sacc.) y el moho azul (P. italicum Wehmer); el primero es
el patdgeno mas comin y de mayor actividad reproductiva
(Garran, 1996; Tuset, 1987). Para su control se recurre a
un manejo integrado, en donde el uso de fungicidas de sin-
tesis es un componente clave (Beattie et al., 1992; Agusti,
2000; Kanetis et al., 2010).

En los empaques del litoral del rio Uruguay, los citricos
son tratados con tiabendazol e imazalil para el control de
los mohos. No obstante, en ambientes donde se ha hecho
un uso continuo de ellos, se ha observado una seleccion y
proliferacion de biotipos capaces de resistir las dosis co-
merciales de estos fungicidas (Burdyn et al., 2010; Lado et
al., 2011; Pérez et al., 2011). En 2011 el uso del fungicida
pirimetanil (PYR) no se encontraba ampliamente difundi-
do en la region para el control de estos patogenos. Este
producto, de bajo riesgo respecto al medioambiente y a la
dieta humana, actta bloqueando la sintesis de proteinas
a través de la inhibicion de la biosintesis de la metionina
(Kanetis, 2005; Smilanick et al., 2006; 2008).

Vazquez et al. (2014) determinaron la linea base de
sensibilidad del moho verde a este fungicida en la region
citricola del NE de Entre Rios y SE de Corrientes en el
afo 2011. Para ello, se recolectaron 109 aislamientos de
campo y empaque y se calculé la concentracion del fun-
gicida que inhibe el 50% del crecimiento del patégeno en
medio de cultivo (EC,,). La EC,, media de los aislamien-
tos recolectados en el campo fue 0,14 + 0,03 ug mL?, no
encontrandose aislamientos resistentes; la EC_, media de
los recolectados en empaques fue 0,13 + 0,05 ug mL*. Un
aislamiento originado en un empaque mostr6 una EC_, de
3,40 ug mL1, 26 veces superior al valor medio.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la resistencia
a PYR de una coleccion de aislamientos de moho verde,
obtenida luego de que este principio activo se incorporara a
los programas de control en los empaques citricolas.

MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislamientos

122 aislamientos de moho verde fueron recolectados en
la region citricola del rio Uruguay, desde Monte Caseros
(Corrientes) hasta Concordia (Entre Rios) durante 2015
(tabla 1). Dichos aislamientos fueron obtenidos de frutos
de naranjas (Citrus sinensis [L.] Osbeck), mandarinas (C.
unshiu, C. deliciosa, C. reticulata) y pomelos (C. paradisi)
con sintomas del patégeno en campo (63) y empaque (59),
empleando un hisopo estéril, cuya punta fue rota dentro
de un tubo con una solucién de Triton X-100 (0,01%). Di-
chos tubos fueron agitados para suspender los conidios. La
siembra se realiz6 en placas de Petri con agar papa gluco-
sado (PDA), las que fueron mantenidas a 25 °C durante 24
h. Para producir colonias monospéricas de cada aislamien-
to, se tomd un esporo germinado y se lo colocé en nuevas
cajas con PDA (Kinay et al., 2007).

Determinacion de la sensibilidad al fungicida

Se empled PYR (97,5%, Janssen Pharmeceutica, Bélgi-
ca) y acetona como diluyente (Kinay et al., 2007). El pH del
medio fue 5,6 + 0,1. Al medio de cultivo se le adicion6 PYR
a las concentraciones de 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,40;
0,50 en los aislamientos de campo y 0,10; 0,15; 0,20; 0,25;
0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50 en los
de empaque segun pruebas preliminares de sensibilidad.
Como control se empled PDA no adicionado con PYR para
el crecimiento de todos los aislamientos.

A partir de cultivos monospdricos de hasta 10 dias de
edad se obtuvo una suspension de esporos, la que fue di-
luida con agua a una absorbancia de 0,1 a 425 nm, medi-
da con espectrofotometro BOECO S-22 UV/Vis., densidad
gue contiene aproximadamente 1 x 10° esporos/mL (Eckert
y Brown, 1986). A partir de dicha suspension de esporos se
tomo 0,1 mL que se colocé en tubos con 10 mL de PDA a 45
°C. Se sembraron cajas de Petri que se incubaron a 20 °C
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Lugar de Muestreo

Especie / Variedad Concordia

Federacion Monte Caseros

Campo Empaque

Campo Empaque Campo Empaque

Naranja “Salustiana” 4

1 3

Naranja “Ombligo”

3
Naranja “Comun” 1
3

Naranja “Valencia Late”

Naranja “Valencia
Seedless”

Naranja? 3 4

14 8

Mandarina “Nova” 10

Mandarina “Ellendale” 1

[e]

Mandarina “Clementina”

Mandarina “Comun”

Mandarina “Murcott”

Mandarina “Dancy”

Mandarina “Mor”

Mandarina “Or”

Rl ]|w

Mandarina “Okitsu” 4

Mandarina “Satsuma”

Mandarina? 4

Pomelo “Star Ruby”

aNo se identificé la variedad.

Tabla 1. Aislamientos de moho verde recolectados de la region citricola del rio Uruguay (Argentina).

durante 24 h. De ellas se extrajeron discos de 6 mm de dia-
metro de indculo de P. digitatum, los que se colocaron en las
placas control y en las adicionadas con PYR. Se emplearon
3 placas por cada concentracion de fungicida estudiado y el
control para cada aislamiento. Las cajas se incubaron a 20 °C
durante 3 dias. El didmetro de las colonias fue determinado
como el promedio de los diametros transversales de cada
colonia y dicho valor fue promediado para las 3 repeticiones
de cada concentracién evaluada. El porcentaje de inhibicién
fue calculado con referencia al crecimiento de las colonias
en el control (Kanetis et al., 2008).

Analisis estadistico

La concentracion de PYR que reduce el crecimiento de
las colonias en un 50% (EC, ) es la medida de sensibilidad
mas precisa para evaluar las interacciones entre huésped y
fungicida (Kanetis et al., 2008). Esta fue determinada por la
relacion lineal entre el probit del porcentaje de reduccion de
crecimiento y el logaritmo de la concentraciéon de fungicida
(Brown, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

En un estudio previo al uso masivo de PYR, realizado
en la region citricola del rio Uruguay, se determiné que la

EC,, media de los aislamientos recolectados en el campo
fue 0,14 £ 0,03 pg mL?, no encontrandose aislamientos re-
sistentes; la EC,, media de los recolectados en empaques
fue 0,13 + 0,05 pg mL™. Solo un aislamiento originado en
un empaque mostr6 una EC_, de 3,40 ug mL*, 26 veces
superior al valor medio (Vazquez et al., 2014). Tomando
estos valores como referencia, en el presente estudio no
se observaron aislamientos resistentes en campo, donde
el fungicida no es empleado. Esto coincide con numerosos
estudios previos (Holmes y Eckert, 1995; Smilanick et al.,
2006; Kinay et al., 2007, Peérez et al., 2009; 2011). La EC,,
media de los aislamientos de campo, recolectados en 2015
fue de 0,16 + 0,02 pyg mL™.

Por el contrario, el 64,4% de los aislamientos recolectados
en empaques (de bines, camaras de frio / desverdizado, de
frutas luego del proceso), se muestran resistentes a PYR,
con una EC,, media de 5,51 + 0,37 ug mL2. Los sensibles
presentan una EC, media de 0,20 + 0,02 ug mL™ (tabla 2).

Kinay et al. (2007) mencionaron que la EC, de los aisla-
mientos sensibles de moho verde a PYR fue de 0,30 ug mL*
mientras que de aquellos resistentes 2,39 yg mL*. Kanetis
et al. (2010) determinaron que todos los aislamientos resis-
tentes a PYR presentaban una EC,, > 8 ug mL™. Liy Xiao
(2005) informaron que la EC,; para aislamientos de P. ex-
pansum era variable (entre 0,52 y 2,05 uyg mL). Es de men-
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EC50 (ug mL-1) (+SD)

Sensibles n Resistentes n
Campo 0,16 (0,02) 63 -- -
Empaque 0,20 (0,02) 21 5,51 (0,37) 38

Los aislamientos fueron clasificados como sensibles o resistentes a
PYR en funcién de su EC50
n: NUmero de aislamientos de P. digitatum

Tabla 2. Concentracion de PYR que inhibe el tamafio de las colo-
nias de moho verde en PDA en 50 % (EC50).

cionar que estos estudios fueron realizados antes de que el
fungicida haya sido introducido. Nuestros estudios demues-
tran que la resistencia del patégeno al fungicida de sintesis
se incrementd con el uso del mismo en los empaques.

CONCLUSIONES

La informacion suministrada en este trabajo resulta im-
portante en el monitoreo de la susceptibilidad del moho
verde al fungicida PYR en la region citricola del rio Uru-
guay. En muestreos en empaques realizados en el afio
2011, solo un aislamiento mostré resistencia a PYR, lo que
representaba el 1,5% de los aislamientos recolectados.
Su EC,, fue de 3,40 pg mL* (Vazquez et al., 2014). Por
el contrario, en 2015, el 64,4% de los aislamientos fueron
resistentes, con una EC, media de 5,51 ug mL*. En ambos
muestreos todos los aislamientos de campo se mostraron
sensibles a este agroquimico.

Se concluye que la incorporacion de PYR en los progra-
mas de control de moho verde en los empaques citricos
debe hacerse en forma cuidadosa, debiendo implantarse
distintas estrategias, como la limpieza y desinfeccién de
los empaques, la rotacion o su combinacion con fungicidas
con distinto modo de accion como el imazalil, la incorpora-
cién de sales de sodio como bicarbonato, etc. Estas estra-
tegias minimizarian la seleccion de aislamientos resientes
del patdgeno y contribuirian a lograr resultados efectivos.
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