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RESUMEN

El control del moho verde producido por Penicillium digitatum en las plantas de empaque
de citricos de Peru se basa principalmente en el fungicida imazalil (IMZ). Esto ha
incrementado las poblaciones de biotipos resistentes del patdégeno. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la resistencia de 15 aislamientos de P. digitatum al IMZ. Para
ello se utilizaron tres filtros de resistencia para llegar al aislamiento mas resistente. La
recoleccion de aislamientos se dio en frutos de mandarina W. Murcott y Nova con
presencia de la enfermedad y eliminados en la empacadora. El primer filtro consistio en
evaluar 15 aislamientos por su nivel de resistenciaa 1, 2 y 5ppm de imazalil (PDA+IMZ).
Catorce sobrevivieron a 5ppm y se consideraron altamente resistentes. EIl segundo filtro
consistio en comparar la velocidad de infeccion en frutos de mandarina. Frutos de W.
Murcott fueron inoculados con los 14 aislamientos de P. digitatum resistentes.
Previamente los frutos fueron desinfestados por inmersion durante 60s con hipoclorito de
sodio al 1%. Se contabilizé la severidad luego de 15 dias a 20 + 2 °C midiendo el didmetro
de la esporulacion y podredumbre. Los més altos porcentajes de severidad fueron de tres
aislamientos que se sometieron al dltimo filtro que consistio en evaluar la germinacion de
conidias. Para ello, se realiz6 una suspension de conidias hasta 106 conidias/ml y fueron
llevados a portaobjetos con 1 gota de PDA la cual se conservo a 25°C. Hubo solo un
aislamiento que fue significativamente superior al resto de los aislamientos y cuyo
porcentaje de germinacion fue de 97.5% a las 22 horas del montaje. A este Gltimo se le
considero el asilamiento mas resistente al IMZ. Se dio paso a ensayos de control de la
cepa mas virulenta de P. digitatum al IMZ en condiciones in vitro e in vivo con los
productos “Impala” (Imz), “Timorex Gold” (Aceite esencial de té de Melaleuca
alternifolia), “Serenade” (Bacillus subtilis) y “Tricho D”. Se determind que el mejor
tratamiento para el control in vitro fue el Imazalil a 500 ppm, seguido de Serenade con
un porcentaje de control del 88% y Timorex Gold con un 61%; y el mejor tratamiento
para el control in vivo fue el Timorex Gold que retrasé el avance del moho con un control
del 35% de la esporulacion en el 6to dia y con un 45% de control de la pudricion en el
8vo. Se abre paso a ensayos de control utilizando el Timorex Gold (té de Melaleuca

alternifolia) como métodos alternativos que favorezcan un manejo anti-resistencia.

Palabras clave: Moho verde, Penicillium digitatum, W. Murcott, Nova, Resistencia, Imazalil.



ABSTRACT

Postharvest control of green mold produced by Penicillium digitatum in citrus packing
houses in Peru is mainly based on the use of imazalil fungicide (IMZ). This has increased
populations of resistant biotypes of the pathogen. The objective of this work was to
evaluate the resistance of 15 isolates of P. digitatum to IMZ following three steps. Isolates
were collected from W. Murcott and Nova mandarin fruits with the presence of the
disease eliminated during packing activities. First step consisted to evaluate 15 isolates
for their resistance level, at 1, 2 and 5ppm of imazalil (PDA + IMZ). Fourteen survived
to 5ppm and were considered highly resistant. Second step consisted to compare the
infection speed on W. Murcott fruits. Fruits were previously clean by immersion for 60
seconds in a solution with 1 % of sodium hypochlorite before being infested with the 14
imazalil-resistant P. digitatum isolates. Severity was graded after 15 days at 20 + 2 °C,
measuring the ratio of the sporulation and rotting. Three isolates showed the highest
percentages of severity and followed the third step that consisted in evaluate conidia
germination. Conidial suspension of the three isolates was carried out until 200 conidia
were observed per visual field and then they were taken to slides with 1 drop of PDA
which were kept at 25 °C. Only one isolate was significantly higher than the other two
isolates whose percentage of germination was 97.5% after 22 hours of assembly. This
isolate was considered the most resistant isolation to IMZ. Control trials of the most
virulent isolation of P. digitatum to IMZ under in vitro and in vivo conditions with the
products "Impala” (Imz), "Timorex Gold" (Melaleuca alternifolia tea), "Serenade”
(Bacillus subtilis) and “Tricho D” (Trichoderma harzianum). It was determined that the
best treatment for in vitro control was Imazalil at 500 ppm, followed by Serenade with a
control percentage of 88% and Timorex Gold with 61%; and the best treatment for in vivo
control was Timorex that delayed mold growth with 35% control of sporulation on the
6th day and with 45% rot control in the 8th. It opens the way to control trials using
Timorex Gold (Melaleuca alternifolia tea) as an alternative method that favors anti-

resistance management.

Keywords: Green mold, Penicillium digitatum, W. Murcott, Nova, Resistance, Imazalil



1. INTRODUCCION

La mandarina (Citrus sp.) es la fruta que agrupa a diferentes especies como Citrus
reticulata Blanco, Citrus unshiu, Citrus reshni, entre otro hibridos; y se caracterizan por
producir un fruto tipo hesperidio, parecido a la naranja pero de menor tamafio, con mucho
jugo azucarado y aromatico que, por tener una cascara mas bien suelta, son de facil
pelado. La planta es lefiosa perenne, perteneciente a la familia Rutaceae y proviene de las

zonas tropicales de Asia.

La produccién de mandarina en el Perl se basa en las variedades Satsumas, Clementinas,
Hibridos, entre otras. Las principales regiones productoras de nuestro pais son Lima
(56%), Ica (25%) y Junin (13%) (Gestion, 2017). Estas ofrecen ventajas debido a su
posibilidad de exportacion, a la época de cosecha y/o porque existe una demanda en el
mercado nacional. Segun la Direccion de Estadistica de la FAO, hasta el 2017 el Per(
contd con una superficie instalada de tangerinas, mandarinas, clementinas y satsumas de
15204 Ha la cual brinda una produccion de 407,9 Miles de TM. En comparacion con otros
paises productores y exportadores como México que cuenta con mas del doble de
superficie, 33928 Ha y un poco més de volumen producido; con 492,5 Miles de TM
(FAOSTAT, 2019).

La mandarina por ser un producto de gran importancia exportable, es necesario tener
ciertos cuidados en la cadena productiva. En especial en la etapa de poscosecha; en el que
las levaduras y mohos causan podredumbres en las frutas provocando pérdidas de hasta
el 25% del total de la produccion. Las podredumbres mas importantes en citricos son:
pudricion verde Penicillium digitatum, pudricion azul Penicillium italicum y la pudricién

acida Geotrichum candidum (Naqvi, 2004 y Ismail, 2004).

A nivel mundial Penicillium digitatum que causa la podredumbre verde, es el patdégeno
mas importante en el almacenamiento durante el periodo de poscosecha. Este ingresa a
través de heridas o dafios mecanicos causados durante la cosecha, empaque o transporte
(Hong, 1998). Ademas Barkai-Golam (2001) menciona que los frutos son susceptibles

cuando existe presencia de lluvias y temperaturas entre 20-27°C.



El uso de fungicidas para el control de las enfermedades poscosecha en citricos es la
practica mas utilizada durante el periodo de almacenamiento en camaras. Los ingredientes
activos mas empleados son: Imazalil, Propiconazol y Ortofenilfenol para potenciar la
actividad fungicida y aumentar el campo de accion (Taverner, 2001). El uso excesivo de
estos compuestos quimicos ha generado que aparezcan cepas resistentes, produciendo la
incapacidad de controlar a la podredumbre verde (Damicone, 2001). Por esta razon, con
este trabajo se buscara brindar nuevas alternativas, con el uso de microorganismos
antagonistas como Trichoderma harzianum y Bacillus subtitlis o extractos de aceite arbol

de Té (Melaleuca alternifolia) que tiene efectos fangicos (Hernandez, 2007).

Por lo anterior, es de suma importancia buscar alternativas que puedan manejar la
podredumbre verde en este cultivo, de esta manera aumentar la produccion exportable y
continuar creciendo en el mercado, lo cual nos brindara mejores oportunidades laborales

y de desarrollo para nuestro pais.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

Evaluar los efectos de extractos vegetales, Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum
sobre el control en poscosecha de cepas de Penicillium digitatum con resistencia a
Imazalil en frutos de mandarina en condiciones in vitro e in vivo en la Universidad

Nacional Agraria La Molina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar las cepas resistentes al ingrediente activo: Imazalil.

Evaluar la accion del extracto vegetal (Té de Melaleuca alternifolia), Bacillus subtilis y

Trichoderma harzianum para el control de cepas resistentes a Imazalil.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO

A la fecha, los principales destinos de exportacion de citricos peruanos son Estados
Unidos (37%), Reino Unido (22%), Holanda (13%), Canada (8%), China (6%), Rusia
(4%) e Irlanda (2%). No obstante, la mayor parte de los citricos peruanos se consumen en
el pais, como frutos frescos, y los exportados representan entre el 12% y 14% de la

produccion. (Gestién, Febrero 2019).

Las exportaciones de citricos en general sumaron 188,256 TM en el 2018 y rozaron los
US$ 200'000,000, lo que representa un crecimiento de 22% con respecto al 2017, afio en

que se exportaron 166,615 toneladas. (ProCitrus, 2019)

Los envios de mandarinas al exterior se han incrementado 16.17% en el 2018, al sumar
137,443 TM, superando asi las 118,309 TM del 2017. Aunque la mandarina es el principal
fruto citrico de exportacion, el Gerente General de la Asociacion de Productores de
Citricos del Peru (ProCitrus), Sergio Del Castillo sefiala que “hay un interés creciente”,

entre los compradores de citricos, en la naranja y el limon Tahiti”.
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Figura 1. Hist6rico de exportaciones de citricos desde el 2008 al 2018 en Per(. Elaboracién: Procitrus.
Fuente: Aduanas



Aunque el consumo interno crece, no lo hace al ritmo de la produccion, lo que ha generado
una caida de los precios en el mercado nacional. La produccién nacional de mandarina,
naranja y limén registr6 un importante crecimiento del 2017 al 2018, debido a la

innovacion tecnoldgica y una mejor explotacion de las hectéareas cultivadas; sin embargo,

la produccion de tangelo decayo.
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Figura 2. Historico de exportaciones de citricos desde el 2008 al 2018 en Perd. Elaboracion: Procitrus.
Fuente: Aduanas.

En el pais hay unas 65,000 hectareas cultivadas de citricos y 9,000 de ellas corresponden

a miembros de ProCitrus, que no prevé un incremento de estas extensiones en el 2019.

En el X Seminario Internacional de Citricos (2019), se sefial6 que el Peru es el primer
pais exportador en mandarinas en America, enviando 137,443 TM, en comparacion al
2017 cuando se envi6 unos 118,309 TM, registrando un incremento de 16.17%

Las exportaciones de citricos en valores FOB representaron 200,000 millones de dolares
en la campafa del 2018.



2.2 EL CULTIVO

2.2.1 MANDARINA (Citrus reticulata Blanco o Citrus nobilis André non Lour.)

La mandarina proviene de las zonas tropicales de Asia. Su origen se localiza en Asia
oriental, en una zona que abarca desde la vertiente meridional del Himalaya hasta la China

meridional, Indochina, Thailandia, Malasia e Indonesia. (Agusti 2012, p.21)

El género de los citricos (Rutaceae, Aurantioideae) es nativo de las zonas calidas del sur
y sudeste de Asia hasta las zonas templadas de China, Australia e islas del Pacifico
sudoccidental. Tiene una larga historia de domesticacion, y especies ampliamente
difundidas en cultivo, muchas veces, se han naturalizado en las zonas calidas y templadas
calidas del mundo (Scora, 1975). La clasificacién genética de los citricos es compleja,
debido a la presencia frecuente de procesos de hibridacion y apomixis (Xiang y Roose,
1988; Garcia et al., 1999). Dado que los hibridos pueden fijarse en distintos cultivares, el

género presenta caracteristicas morfoldgicas variables (Swingle, 1943).

A nivel mundial, los paises productores de mandarinas del hemisferio norte son China,
Espafia, Turquia, Egipto, Marruecos, Japén e Iran; mientras que en el hemisferio sur los
principales paises productores son Brasil, Argentina, Peru y Sudafrica. En el Peru se
tienen 11,549 Ha (FAO 2014) y las variedades comerciales de mandarinas se diferencian
en dos grandes familias: satsumas y clementinas, ademés de los hibridos. Las variedades
gue mayormente Per( exporta son los satsumas, clementinas y W. Murcott (MINAGRI,
2014).



2.2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS

La mandarina (Citrus reticulata Blanco) es una planta arbdrea perenne, cuenta con un
periodo de vida desde el punto de vista econdmico a partir del tercer o cuarto afio luego
de la instalacion definitiva en campo y puede perdurar de forma productiva de 20 afios a
30 afios. Su porte es pequefio, de 2 a 6m de altura sino se realizan las podas necesarias,
dificultando las labores culturales que se realizan durante la campafia. El tronco con
frecuencia es torcido, generalmente sin espinas y con ramillas angulosas. Posee hojas
enteras, coriaceas, elipticas o lanceoladas, unifoliadas de tamafio pequefio, y con el
peciolo provisto de alas estrechas. Sus hojas son de color verdes oscuro brillante en el
haz, y verde amarillento en el envés que al triturar desprenden fragancia. Las yemas son
mixtas (Davenport, 1990) pudiendo desarrollar brotes vegetativos, de flor solitaria,
campanero (vegetativo con flor terminal), inflorescencias con y sin hojas (ramilletes
mixto y floral respectivamente). Las flores son hipdginas (de ovario supero), tienen 5
sépalos verdes, 5 pétalos blancos, 20-40 estambres soldados, con polen no siempre fértil,
blancas, muy perfumadas, con cinco pétalos y numerosos estambres. (Jackson & Looney,
2003). El aprovechamiento comestible se da en los frutos, que en el caso de la mandarina
es el més dulce del genero Citrus; cuentan con un exocarpo que presenta vesiculas que
contienen aceites esenciales, mesocarpo pomposo y de color blanco y endocarpo en el
gue se presentan tricomas con jugo, rodeado por una corteza resistente de color naranja.
(Manner et al., 2006).

Los citricos cultivados tienen un solo tronco, con 3 6 4 ramas principales, que nacen a
una altura de 50-80 cm. Segun la densidad y crecimiento de las ramas, éstas contribuyen
al aspecto general del arbol y su arquitectura puede modificarse con las podas. La forma
de las ramas verticales es redondeada, mientras que las horizontales son aplanadas, como
consecuencia de la actividad diferencial del cambium, dando origen a un crecimiento
hipotrofico que influye en la forma del dosel de los &rboles (Agusti, 2003). Las hojas son
oblongo-ovales, de longitud de 3.5 a 8 cm de longitud y 1.5-4 cm de anchura, con la base
y el &pice obtusos; presentan peciolos con alas muy cortas, y glandulas que contienen
aceites. Las ramas jovenes estan orientadas transversalmente, de color verde y con espinas
axilares, mientras que las ramas adultas son circulares en la seccion transversal y sin
espinas. El fruto es un hesperidio (baya carnosa), indehiscente que varia mucho en

tamafio, color, forma y calidad del jugo, con forma aplanada ovoide. El endocarpio es



carnoso y se divide en secciones separadas por tabiques delgados, donde se aloja la pulpa
que contiene las vesiculas que producen el jugo (Manner et al., 2006). En el caso de las

mandarinas la corteza es delgada y se separa facilmente de la pulpa.

2.2.3 REQUERIMIENTO DEL CULTIVO

A.SUELO

El arbol del mandarino se desarrolla de manera Optima en suelos profundos, de texturas
livianas y que necesariamente presenten un buen drenaje pues esta especie es
extremadamente sensible a la anoxia radical, por lo que se recomienda descartar aquellos
suelos de textura pesada y que presenten napas freaticas a poca profundidad o cualquier
tipo de compactacion que impida un buen drenaje. Es recomendable que el suelo tenga
un pH entre 5y 8, valor que varia con el portainjerto que se esté utilizando. En general,
la caracteristica méas limitante para su desarrollo es la salinidad del suelo, la que afecta su
crecimiento y desarrollo. Ademas, suelos con elevados contenidos de carbonatos y cal

activa inducen sintomas de clorosis férrica (PUC, 2007).

B. CLIMA

Los citricos, entre ellos la mandarina alcanzan su maximo desarrollo en las areas
subtropicales (30-40° latitud norte sur) donde su produccion es estacional y la calidad del

fruto para el consumo en fresco es excelente. (MINAGRI 2014).

De acuerdo a la ficha técnica del MINCETUR se indica que la mandarina es el fruto del
mandarino, cuyo arbol proviene de un clima calido o templado, cuyo rango de
temperatura ideal se encuentra entre 12°C y 26°C con un 80% de humedad, y cuya
produccion se obtiene a partir del cuarto afio después del trasplante (MINCETUR —
SIICEX, 2014).



Las altas temperaturas en el dia disminuiran la acidez, afectando su relacion con los
azlcares y, temperaturas medias promueven mayor sintesis de carbohidratos. Las

temperaturas menores a 13°C en etapa de maduracion provocaran un cambio de color.

La planta es mas resistente al frio y mas tolerante a la sequia que el naranjo, pero los
frutos son sensibles. El factor limitante es la temperatura minima, ya que no tolera
temperaturas inferiores a 3°C; pues la temperatura es la que determina su desarrollo
vegetativo, floracion, cuajado y calidad de los frutos. Las temperaturas altas constantes
mantienen altos niveles de clorofilas y su color es persistentemente verde. (MINAGRI,
2014).

C. AGUA

Los suelos deben tener una proporcion equilibrada de elementos gruesos y finos (textura),
para garantizar una buena aireacion y facilitar el paso del agua, ademas de proporcionar
una estructura que mantenga un buen estado de humedad y una buena capacidad de
cambio catiénico (MINAGRI, 2014)

Los requerimientos hidricos pueden oscilar entre 1.500 y 2.500 mm anuales, regiones con
precipitaciones superiores a 3.500 mm son consideradas marginales. La humedad relativa
alta favorece el desarrollo de enfermedades fungosas (Villegas, 1997).

D. CARACTERISTICAS DEL FRUTO

El fruto de mandarina es un hesperidio que encierra la pulpa jugosa en un nimero variable
de celdas llamadas gajos, con tricomas (apéndice de la epidermis del fruto) que contienen
el jugo, el cual es rico en vitamina C, flavonoides y aceites esenciales. En la corteza de
los frutos citricos se distinguen dos partes. La externa, coloreada y llamada flavedo; y la
parte interna, o albedo, mucho més gruesa, esponjosa y blanquecina. La forma de los
frutos es variable, oblonga o esférica segun las variedades, que también difieren en
tamafio y color (Gonzales, 2014). De los frutos citricos, la mandarina es globosa y

deprimida en la base. Mide entre 4-7cm de longitud y de 5-8cm de diametro.



E. FENOLOGIA DEL FRUTO

La transicion del fruto desde el cuajado hasta la madurez tiene lugar en fases sucesivas,
con caracteristicas bien definidas, pero variables en duracién, segun las condiciones
ambientales, especies y variedades (Agusti, 2004). En los citricos, el desarrollo del fruto
sigue una curva sigmoidal, desde la antesis hasta la maduracion (Davies y Albrigo, 1994),
caracterizada por tres periodos bien diferenciados conocidos como fases.

Fase | o periodo de crecimiento exponencial, va desde el final de la antesis hasta la caida
fisiologica de los frutos. En esta fase se presenta un rapido crecimiento del fruto originado
por la division celular en la que se producen casi todas las células que van a constituir la
fruta madura (Agusti, 2003). La duracién de esta fase oscila entre un mes y un mes y

medio dependiendo de las condiciones climaticas y del cultivar.

Fase I, las células se diferencian en los diversos tipos de tejidos (sacos de jugo, albedo,
flavedo, etc.); se presenta elongacion celular y las vesiculas se llenan de agua, azucares y

acidos.

Y la fase Il presenta una reducida tasa de crecimiento y comprende todos los cambios

relacionados con la maduracion (Agusti, 2008; Agusti et al., 2004)

En el caso de la naranja y toméandolo de referencia para la mandarina, el fruto inicia su
fenologia cuando empieza a crecer el brote, rompiendo el estado de reposo de las yemas
florales, estas comienzan a hincharse lo cual finaliza con los sépalos de las yemas
ligeramente separadas eso lo podemos visualizar al tercer dia posterior al hinchamiento.
Al tercer dia inicia la apertura de yemas en el que los primordios florales son visibles. Las
flores se hacen visibles pero aun encerradas en el botdn y se distribuyen aisladas, en
inflorescencias con o sin hojas; los pétalos crecen y los sépalos se abren. Al noveno dia
inicia la floracion realizandose la apertura de las primeras flores, alrededor del 10% de
flores se encuentran abiertas, posterior a unos 15 dias luego del rompimiento del reposo
tenemos un 50% de flores abiertas e inicia la caida de los primero pétalos ya que la planta
realiza una autorregulacion de la cantidad floral. Las flores que restan se marchitan y es

el inicio del cuajado.

El desarrollo del fruto se inicia con el crecimiento del ovario, este continua su desarrollo

rodeado por los sépalos en modo de corona. Al dia 24 se inicia la caida de frutos para



regular la carga de estos en la planta, simultdneamente a ésta etapa los frutos alcanzan el

40% del tamafio final.

El fruto tendré alrededor del 90% del tamafio deseado para el dia 30. El inicio de la
coloracion del fruto depende de las condiciones climaticas, es necesario tener
temperaturas menores a 12 °C para conseguir el cambio de color que es el surgimiento de
carotenoides que nos brindan la coloracion naranja. EI fruto maduro para el consumo se
logra en el dia 40 el cual debe de tener un contenido de s6lidos solubles entre el 75% y
85% de azucares. El contenido de acidos minimo debe de oscilaren un (0.4a0.5) %y en
la escala de grados Brix debe tener como minimo 9° (Agusti et al., 1995), pudiendo ser
cercano al de la mandarina ante la ausencia de estudios en fisiologia del fruto sobre esta
especie. (Figura 3)

Figura 3. Desarrollo fenolégico del fruto iniciandose en el brotamiento dividido por
dias en naranja (Citrus sinensis L.Osbeck). (Agusti et al.; 1995).
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F. CULTIVARES COMERCIALES

Existen decenas de variedades desarrolladas en el mundo, sin embargo la variedad que se
cultive ha de adaptarse a las condiciones del medio ambiente, suelo y clima para que los
arboles vegeten bien, proporcionen cosechas abundantes y de calidad, a un coste de
produccion lo méas bajo posible. Por otra parte, la fruta que se obtenga ha de responder a
las exigencias de los mercados de los consumidores para que alcancen en ellos buenas
cotizaciones. Si se cumplen todas estas condiciones, la variedad cultivada alcanzara una
méaxima rentabilidad. (SOLER, 2006).

Entre las varietales de mandarina que se encuentran instaladas en nuestro pais podemos

mencionar los siguientes grupos:

a)  Grupo Satsumas (Citrus unshiu): Var. Clausellina, Var. Okitsu, Var. Owari,

b) Grupo Clementinas (Citrus reticulata Blanco): Var. Clementinas, Var.
Clemenules, Oronules.

c)  Grupo Hibridos: Fortuna, Kara, Pixie, Nova (hibrido entre Clementina x ‘tangelo’
Orlando), W.Murcott

d)  Grupo Tangores: Murcott, Ortanique, Tango (hibrido entre mandarina y naranja).

e) Otras: Dancy, Malvasio. (MINAGRI, 2014)

A continuacion describiremos las 2 variedades que se usaran en el experimento:
NOVA

Es un hibrido de mandarina Clementina x ‘tangelo’ Orlando, obtenido en Florida. Las
plantas son de porte medio a pequefio. Produce fruta medianamente grande, muy jugosa

con abundantes semillas, que madura entre mayo Yy junio (Palacios, 2005).

Ramos (2003) indica que el fruto de esta variedad es de muy buena calidad para mercado
en fresco o industria tiene cascara delgada, correosa y facil de pelar, produce muchas
semillas en huertas con polinizador. Es similar a Orlando, pero esta ganando popularidad
debido a que produce mayores rendimientos y mayor calidad de fruto. Se puede cosechar

de septiembre a diciembre, por lo que entra al mercado antes que otras mandarinas.
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W. MURCOTT

Es un ‘tangor’ obtenido en Florida, representado por plantas de porte mediano. El arbol
es de tamafio y vigor moderado con escasas semillas, mejor coloracién de la fruta y
facilmente desprendible. La fruta es de tamafio medio, de muy buena calidad
organoléptica con cascara delgada de dificil pelado y madura tardiamente (Palacios,
2005).

De acuerdo Sergio del Castillo Valderrama (2017), gerente general de Asociacion de
Productores de Citricos del Pera (ProCitrus), indic6é que la variedad W. Murcott es una
variedad cuyas caracteristicas se adectian muy bien al mercado, ya que es una fruta viajera
(llega bien a destino), ademas es la variedad cuya produccion crece mas en PerU.
(Agraria.Pe, 23 marzo 2017).

De acuerdo al buscador “Citrus Variety Collection” de la Universidad Riverside de
California, la fruta de W. Murcott generalmente es plana con una cascara delgada, suave
y de color naranja que es facil de pelar. El fruto es de baja semilla en ausencia de
polinizacion cruzada, pero llena de semillas cuando se poliniza de forma cruzada. La
pulpa es de color naranja y jugosa, con un sabor rico y dulce. Al igual que con la mayoria
de las mandarinas, W. Murcott es susceptible de ser portador alternativo.
(citrusvariety.ucr.edu/2019).

2.3 PRINCIPALES ENFERMEDADES EN POSCOSECHA

Durante el periodo de poscosecha, los citricos son afectados por una amplia gama de
microorganismos, manifestandose en forma de signos y sintomas generando un nivel de

deterioro que afecta al fruto para su comercializacion (Hernandez, 2007).

Los sintomas de pudricion generados, son comunmente causados por las siguientes 3
(tres) especies: Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Penicillium ulaiense (Eckert
e Eaks, 1989). De estas especies, Penicillium digitatum es considerado el patogeno
responsable de mas del 90% de pérdidas de citricos en poscosecha. (Smilanick, 2006).

Otras especies como Alternaria citri, Geotrichum candidum, Botrytis cinerea,

12



Colletotrichum gloesporioides y Rhizopus stolonifer pueden originar graves pérdidas

ocasionalmente.

Los patdgenos que parecen con mas frecuencia generando problemas en el periodo de

poscosecha en la mandarina son las siguientes:

2.3.1 Alternaria citri

Los sintomas de la enfermedad pueden tener el aspecto de manchas de un color que va de
café a negro, aplanados o hundidos con margenes bien definidos, o bien pueden tener el
aspecto de areas podridas, grandes y difusas, que pueden ser superficiales o hundidos en
la pulpa del fruto o de la hortaliza. El hongo se desarrolla adecuadamente dentro de un
amplio rango de temperaturas, puede crecer en los tejidos de su hospedante (a los que
pudre) produciendo poco o nada de micelio sobre la superficie de ellos, pero a menudo
forma sobre la superficie del area podrida una masa de micelio que es blanca al principio
pero que después cambia a café o negro. Algunas de las enfermedades mas graves
ocasionadas por este patdgeno después de la cosecha son la pudricion de los limones y la
pudricidn negra de los citricos. (AGRIQOS, 1996).

2.3.2 Botrytis cinerea

Causa los "mohos grises™ o las "pudriciones por el moho gris" de frutos y hortalizas, tanto
en el campo como durante el almacenamiento. La pudricion puede iniciarse en la
inflorescencia o en el extremo del peddnculo del fruto, o bien en cualquier herida,
hendidura o incisién de los tejidos de los 6rganos almacenados. Dicha pudricion tiene el
aspecto de un area bien definida, parduzca y aguanosa, la cual penetra profundamente y
avanza con gran rapidez en los tejidos del 6rgano. En la mayoria de los hospedantes y
bajo condiciones de humedad se desarrolla una capa de moho aterciopelado, granular y
de color grisaceo o gris pardusco sobre la superficie de las &reas putrefactas. Los mohos
grises muestran mayor severidad en ambientes himedos y frios, contintan

desarrollandose, aunque con mayor lentitud, incluso a 0°C (AGRIOS, 1996).
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2.3.3 Geotrichum candidum var. Citri

Este patdgeno ocasiona las "pudriciones acidas" de los citricos, tomates, zanahorias y
otros frutos y hortalizas. La pudricion acida es una de las pudriciones mas desagradables
y de peor aspecto de los frutos y hortalizas susceptibles. EI hongo se encuentra
ampliamente distribuido en los suelos, en los frutos y hortalizas en proceso de
descomposicion y contamina a estos Ultimos antes o durante su cosecha. Geotrichum
candidum var. citri penetra en los frutos y otros 6rganos cominmente después de la
cosecha, a nivel de las cicatrices del tallo, grietas de la cascara del fruto e incisiones de
varios tipos. Las areas infectadas son blandas humedas y son pinchadas con gran
facilidad. La pudricién avanza rapido, al principio en el interior del fruto y luego lo cubre
por completo. Posteriormente, la cascara del fruto a menudo se agrieta a nivel de la zona
infectada y es frecuente que se llene de numerosas hifas blancas, gaseosas o en forma de
espuma. Asimismo, sobre la superficie del fruto se desarrolla una capa delgada aguanosa
de micelio compacto y de color crema, mientras que todo el interior del fruto se
transforma en una masa aguanosa, descompuesta y de olor agrio. Este se ve favorecido
por las altas temperaturas (de 24 a 30°C) y humedad, pero muestra actividad a
temperaturas tan bajas como 2°C (AGRIOS, 2005).

2.3.4 Penicillium digitatum

Es un hongo imperfecto que permanece al filo Ascomycota, clase Eurotiomycetes, familia
Trichocomaceae. Es un parasito que se encuentra en todo tipo de material vegetal
degradando celulosa, quitina, almiddn, azlcares y lignina. Es ademas considerado como
un patogeno saprofito del suelo, el cual tiene un modo infectivo que es activado cuando
el fruto se encuentra en periodo avanzado de maduracion o completamente maduro.
(AGRIOS, 1996). Por esa razén, la contaminacion se da lugar en el campo durante la
recoleccion, trasporte, almacenamiento y durante el periodo de distribucién. Las

estructuras de esta clase son muy caracteristicas (Figura 4).
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Figura 4. Estructuras de Penicillium spp. Modificado de (Huerta, 2014).

A. SINTOMA

Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. causa la llamada pudriciéon “moho verde” la que
genera una descomposicion del fruto de hasta el 90%. Este penetra en los tejidos de su
hospedante a través de aberturas en la cascara o corteza e incluso a través de lenticelas.
Las pudriciones causadas por Penicillium digitatum al principio tienen el aspecto de
manchas blandas, aguanosas, ligeramente decoloradas y de tamafio variable, las cuales
pueden aparecer en cualquier parte del fruto. Estas manchas son superficiales al principio,
pero se hunden con rapidez y, a la temperatura ambiente, gran parte del fruto o se
descompone en tan sélo unos cuantos dias. Poco después de que se desarrolla la pudricion,
un moho verde comienza a crecer sobre la superficie de la cascara o corteza del fruto,
cerca de la parte central de la mancha. Posteriormente, el hongo prosigue su desarrollo y
produce esporas (AGRIOS, 1996).
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B. CICLO DE VIDA

La preproduccion de Penicillium digitatum inicia con la fase de reproduccion asexual
llamada también “fase conidica”, por la produccién de conidias y ascas. Una fase de
meiosis forma ascosporas (n) las cuales se encuentran en el interior de las ascas que se
estan formando. Si existen las condiciones de desarrollo ideal para el patdgeno éste
realizara unicamente reproduccion asexual que es la etapa infectiva. Si las condiciones
no son las ideales, se unirdn los gametangios para generar estructuras de conservacion
(Figura 5), (Huerta, 2014).
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Figura 5. Ciclo de vida de Penicillium spp. (Huerta, 2014).

C. DESARROLLO EN ALMACENAMIENTO

El &rea esporulante tiene un color verde olivo y a menudo se encuentra rodeada por una
banda estrecha o amplia de micelio blanco, delante del cual hay una banda de tejido
aguanoso. El desarrollo superficial del hongo se produce sobre manchas de cualquier
tamafio, siempre y cuando la atmosfera sea himeda y cauda. Cuando el aire es seco y frio,
el moho superficial es raro, aunque los frutos estén totalmente descompuestos. Bajo
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condiciones de almacenamiento, pequefios cojinetes de micelio productores de esporas

aparecen sobre la superficie de las manchas.

Los frutos en proceso de descomposicién huelen a humedad y, en condiciones secas,
pueden contraerse y transformarse en una “momia” mientras que en condiciones hiumedas
cuando los hongos y levaduras secundarias entran también en ellos, se reduce a una masa
blanda y himeda (AGRIQOS, 1996).

235 CONTROL DE ENFERMEDADES EN POSCOSECHA

A. PRODUCTOS QUIMICOS

Los ingredientes activos mas utilizados en las plantas de almacenamiento son el imazalil
(IM2), Procloraz (PRO), Orto-fenil fenato (OPP) y Tiabendazol (TBZ) (Smilanick, etal.,

2008). Estos productos son igualmente utilizados en el Perd.

IMAZALIL (IMZ)

Imazalil pertenece a la familia de los imidazoles, cuyo modo de accién es la inhibicion
de la biosintesis de ergoesterol, interviniendo en el bloqueo de la 1-4 alfa lanosterol
desmetilasa. Por lo que inhibe el paso de desmetilacion C-14 (FRAC, 2016). Empleado
principalmente como sulfato, soluble en agua. Se trata de un fungicida sistémico de
amplio espectro con una potente accion frente Oidium, Penicillium spp., Monilia,
Fusarium, Alternaria y Botrytis. No obstante, el uso de éste ingrediente activo esta

generando que surjan cepas resistentes.

17



PROCLORAZ (PRO)

Procloraz es un fungicida de amplio espectro, con efecto preventivo frente a los
ascomicetos y deuteromicetos en numerosos cultivos, tiene un mecanismo de accion que
inhibe la sintesis del ergosterol. Tiene acciones translaminares. Actualmente se tiene

fijado un LMR para los citricos que es 10ppm. (Phytoma, 2016).

ORTO-FENIL FENATO (OPP)

El Orto-Fenil Fenato es el primer fungicida de sintesis utilizado para el control de
enfermedades de poscosecha, funcionando de manera eficiente durante méas de 50 afios.
Este es un biocida de amplio espectro. EI modo de accién primario es generar deficiencias
en la pared celular, membrana citoplasmatica y citoplasma; en este ultimo caso el 2-

fenilfenol genera problemas en la permeabilidad de la membrana.

El modo de accion secundario es debido a sus propiedades fisicoquimicas. Cuando el
producto penetra en el interior de las heridas de los frutos citricos, entra en contacto con
los acidos naturales de la fruta los cuales tienen un pH acido, que provoca su
precipitacion, cauterizando las heridas y matando a las esporas fungicas. Por tanto, su
actividad es basicamente por contacto. (Eckert, 1986).

Este ingrediente activo a diferencia de otros no genera resistencia en Penicillium

digitatum.

TIABENDAZOL (TBZ)

Fungicida polivalente que pertenece a la familia de los Benzimidazoles, los cuales tienen
el modo de accién que afecta la division celular en la formacion de huso acromatico.
Empleado en poscosecha, semilla, suelo, aplicaciones foliares y fumigaciones en lugares
de almacenaje. Fungicida de amplio espectro: Venturia, sp. Rhizoctonia sp., Fusarium
sp., Colletotrichum sp., Botrytis sp. (FRAC, 2016).
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B. PRODUCTOS BIOLOGICOS

Con el fin de prevenir todo riesgo para la alimentacion humana y animal, y garantizar la
salud y calidad de los cultivos; mercados internacionales, han adoptado una serie de
normas para la proteccion de los vegetales y productos vegetales frescos (frutas,
hortalizas, entre otros) para controlar su circulacion en el mercado. Estos mercados de
destino de exportacion, exigen estandares que impliquen la reduccion de uso de niveles
de pesticidas quimicos, elaborando una serie de normas y reglamentos para considerar a
sus productos como “organicos”; es decir, que fueron producidos con métodos de

produccidn orgéanica claramente definidos. (FAO, 2019).

El uso de productos bioldgicos, permite entonces, ser una alternativa natural, altamente
comercial y beneficiosa ya que no representa un riesgo ni para el ambiente, ni para la
salud humana. Ademas, existe la tendencia de evitar el uso de fungicidas quimicos debido
al riesgo que representan sus residuos, que muchas veces puede sobrepasar el limite

maximo permitido.

Lo anterior debido a que los hongos fitopatégenos pueden volverse resistentes a los
fungicidas y es necesario utilizar mayor cantidad del compuesto quimico para combatir
al patégeno y por consiguiente, se generara mayor cantidad de residuos tdxicos. Una
alternativa al control quimico del fitopatdgeno es mediante el uso de agentes
biocontroladores, es decir, microorganismos que impiden o inhiben el desarrollo del
hongo patégeno (Serrano y Galindo, 2007).

El control bioldgico se define como la reduccion de la densidad del indculo o de las
actividades de un patégeno que produce una enfermedad, por uno 0 mas organismos, en
forma natural a través de la manipulacién del medio ambiente, hospedante o antagonista,

o por la introduccion de una poblacion de uno o mas antagonistas (Cook y Baker, 1983).

Por eso este trabajo desea utilizar los siguientes antagonistas:
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Bacillus subtilis

Es una bacteria gram positiva que forma endosporas y es capaz de producir antibioticos.
Los productos de actividad antimicrobial son predominantemente péptidos. El potencial
de B. subtilis para producir los antibidticos ha sido reconocida hace mas de 50 afios
(Bryan, 1996; Stein, 2005).

Bacillus subtilis actia como fungistatico y fungitoxico. Ademas otros mecanismos de
accion son a través de la competencia por el espacio fisico, de nutrientes y lo mas
importante es que induce la resistencia sistematica en la planta, indicado por una mayor
produccion de peroxidasas (European comision health & consumer protection
directorate-general, 2006; Lisboa, 2003).

Bacillus subilis genera metabolitos conocidos como lipopéptidos (iturinas, agrastalinas y
surfactinas) que actan de manera sinérgica para inhibir la germinacion de esporas, altera
el tubo germinativo del patdégeno y la membrana celular del micelio del hongo. (Nysdec,
2001).

Trichoderma harzianum

Es un hongo micoparéasito necrétofo, que es ampliamente utilizado como agente de
biocontrol ya que ataca una gran variedad de hongos fitopatdgenos. Este realiza un ataque
directo a la hifa del patégeno hospedante seguido por la utilizacion de los nutrientes. La
actividad del antagonista se debe principalmente a la produccion de antibiéticos, toxinas
y enzimas hidroliticas que generan la muerte del hospedante. (AGRIOS 2004).

El biocontrol de Trichoderma harzianum consiste en la competencia, parasitismo,
antibiosis e induccion de mecanismos de defensa de la planta. La r&pida colonizacion del
fruto, excluye al patdgeno del sitio de infeccién y coloniza tejidos senescentes y
finalmente puede inducir mecanismos de defensa a través de deposiciones de la pared

celular y enzimas de defensa (Kubicek, et al, 1998).
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En medio in vitro la primera interaccion detectable de la hifa del micoparasito es
creciendo directamente hacia el hospedante, este fenOmeno aparece como un crecimiento
quimiotropico de Trichoderma en respuesta al estimulo del patogeno (Arora, 2004). En
el momento que llegan a interactuar los dos microorganismos, el microparasito se enrolla
alrededor de la hifa del patogeno. El enrollamiento parece ser controlado por lectinas
presentes en las hifas del hongo hospedante (Barak et al, 1985). Trichoderma harzianum
posee en sus paredes celulares residuos de D-glucosa y D-manosa que inhiben la actividad

de la lactina; necesario para el desarrollo del enrrollamiento. (Inbar y Chet, 1992).

C. ACEITE ESENCIAL DE ARBOL DE TE Melaleuca alternifolia

El &rbol de té australiano Melaleuca alternifolia es un arbol utilizado desde hace varios
milenios por los aborigenes australianos. Actualmente se utiliza el aceite esencial, que
destaca por sus propiedades antibacterianas y antifungicidas. Es un liquido incoloro se
obtiene de las hojas y ramas tiernas por destilacion (Hammer, 2006). EI componente
mayoritario es el terpinen-4-ol, alcohol monoterpénico cuyo porcentaje debe superar el
30% que genera perdida de material celular, inhibe la respiracion y formacion de tubos

germinales. La dosis se sitian generalmente entre 0.03 y 0.5% (Hammer, 2004).

2.3.6 CEPAS RESISTENTES DE Penicillium digitatum

El término resistencia a los fungicidas, tal como se utiliza por FRAC, se refiere a una
reduccion adquirido, heredable en la sensibilidad de un hongo a un agente antifingico
especifico. El desarrollo de resistencia a los fungicidas es un proceso evolutivo. Los
hongos, al igual que otros organismos, estan en constante cambio. A partir de estos
cambios se proporcionan una ventaja o desventaja en términos de la capacidad de la
descendencia de sobrevivir y reproducirse otra generacion. (FRAC, 2019)

La frecuencia reproductiva, es decir, la velocidad en que un solo individuo genere un gran
namero de progenie es rapida. Incluso la rapidez con que completan su ciclo de vida es

alta.
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El fungicida esta ejerciendo una presién de seleccion sobre la poblacidn del patogeno ya
que esta matando a la poblacién inicial, pero no mata a la poblacion cambiada o mutante
(FRAC, 2016).

El concepto microbioldgico de resistencia establece que una cepa es resistente cuando su
CIM (Concentracion inhibitoria minima) es mas elevada que la habitual para esa especie.
En cambio, segun el concepto agronémico, un hongo es resistente a un fungicida cuando
sigue produciendo el sintoma en el hospedante, a pesar de que la concentraciéon del
producto sea una dosis alta (Kedrridge y Cols, 1986). Lo anterior suele ocurrir cuando se
excede el nimero de aplicaciones con un mismo producto sin realizar una rotacion de
este. Las poblaciones de cepas con resistencia al producto aumentan y llegan a ser

inmunes a las dosis mas altas del producto aplicado.

2.3.7 CEPAS RESISTENTES DE PERU A IMAZALIL

A nivel mundial el control de Penicillium spp., se basa principalmente en el uso de
fungicidas de sintesis. El principal producto utilizado es el Imazalil (IMZ), (Smilanick, et
al., 2008). No obstante, en ambientes donde se ha hecho un uso continuo de ellos, se han
observado incrementos en las poblaciones del patdégeno capaces de resistir las dosis
comerciales de estos fungicidas. En California, la proporcién de aislamientos resistentes
a IMZ, aumento en plantas de empaque de un 43,1% en 1988 a 74,2% en 1994 (Pérez,
2011).

En el Pert el manejo de la enfermedad ha sido tradicionalmente basado en la aplicacion
de fungicidas. Desde 1990 hasta el presente, la aplicacion de Imazalil se ha convertido en
rutina para todas las empacadoras peruanas. Esta situacion es altamente preocupante,
debido a que se ha alcanzado el limite maximo sugerido para mantener el nivel de residuo
del producto en cantidades admisibles (5 mg kg-1). (FAO, 2019)

Actualmente no se cuenta con otras alternativas ajustadas para las condiciones
particulares de Perd, aunque se conoce que para lograr un manejo antiresistencia, es
conveniente realizar aplicaciones conjuntas o en secuencia de productos quimicos con

diferente principio activo (Zhang, 2007).
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PROCESO POSCOSECHA DE CITRICOS

Una de las empresas procesadoras de citricos que actualmente sufre el dafio de cepas de

P. digitatum resistentes al Imazalil dedicada al procesamiento de naranjas y mandarinas

ubicada en Huaral, cerca de campos costeros de dichos citricos. EIl proceso poscosecha

de citricos en dicha procesadora consta de las siguientes etapas:

Recepcidn de Materia Prima (Citricos)

Las frutas citricas llegan a la procesadora en camiones de cargas almacenadas en
jabas plasticas, la cual este es descargado en el area respectivay se realiza el pesaje
respectivo, asimismo se realiza un muestreo aleatorio por el Area de
Aseguramiento de la Calidad, realizando una Evaluacion fisico quimica (IM:
Indice de Madurez, Grados Brix, Porcentaje de Acidez, Defectos fisicos y el
porcentaje por calibre, clasificindolo de la siguiente manera: 3X(83-78mm),
2X(78-73mm), 1X(73-68mm), 1(68-63mm), 2(63-58mm), 3(58-53mm) del mas

grande al mas pequefio respectivamente.

Drenchado
Una vez realizado la descarga los pallets (parihuela de madera con una cantidad
especifica de jabas plasticas con el fruto citrico) son sometidos a un drenchado la
cual consiste en someter a la fruta a una ducha de agua con fungicida (Imazalil a
500 ppm).

Volcado
Las jabas plasticas que contienen citricos son colocadas en un riel la cual esta

trasladas a las jabas a una poza de desinfeccion.
Desinfeccion

Los frutos son sometidos a un poza de desinfeccion la cual contiene Bicarbonato
de Sodio al 3%, Hipoclorito de Sodio 200ppm y Detergente Neutro 0.05%.
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Lavado
Luego de ser sometidos a la desinfeccion los frutos son llevados por unos rodillos

a una ducha de agua para el lavado respectivo.

Secado
Antes de pasar por el encerado los frutos deben de estar secos por ende pasan

previamente por unos secadores (ventiladores de aire y horno).

Encerado
La cera aplicada consiste de carnauba, ademas se afiade fungicidas (Imazalil 4000
ppm y Tiabendazol 5000ppm), esto es aplicado por unos rociadores automaticos.

Secado

La cera aplicada al fruto es secada por unos hornos a una temperatura de 400C.

Clasificacion por Calidad (Tria)
En esta area denominada también como tria se escogen los frutos que van pasar al

mercado local y son separados.

Calibrado

Esta etapa del proceso es realizado por un calibrador automatico que consta de un
software para realizar la calibracidn respectiva, teniendo la siguiente clasificacion:
3X,2X, X, 1,2,3.

Empaque
En esta etapa se selecciona manualmente las categorias a empacar realizando una

diferenciacion y empacadas en una caja de carton por tipo de calibre.

Paletizado
Todas las cajas de frutas empacadas de acuerdo a sus categorias son apiladas en
una parihuela de madera y colocadas zunchos en su alrededor con su rotulo

respectivo.
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e Enfriamiento por Tunel
Todos los pallets son ingresados a un tanel de enfriamiento, la cual se enfria al

fruto gradualmente hasta llegar a la temperatura adecuada.

e Almacenamiento en Camaras de Frio
Una vez enfriados los pallets estos son almacenados en las respectivas cAmaras de

frio para su posterior despacho.

e Embarques en Contenedores
Los pallets almacenados son embarcados en contenedores la cual estos tienen

temperatura controlada en su interior.
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2.4.1 FLUJO DEL PROCESO DE CITRICOS DE EXPORTACION

Recepcion de
materia prima

| Drenchado
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Figura 6. Flujograma del proceso poscosecha de procesadora de Huaral. Determinacion de la efectividad
de los tratamientos en las etapas de drenchado, desinfeccion y encerado en el proceso de fruta citrica para
exportacién en procesadora — campafia 2012. Jorge Luis Tamayo Diaz. Comunicacion directa.

26



I1l. METODOLOGIA

3.1 UBICACION DEL CAMPO EXPERIMENTAL

El ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia

en el campus de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Distrito ; La Molina
Provincia : Lima
Departamento : Lima

Latitud : 12° 05°S
Longitud : 76°57°0
Altitud ; 243.7 m.s.n.m.

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

e Materiales: Frutos citricos de descarte con presencia de Penicillium digitatum,
frutas citricas sanas, Placas Petri, reglas, mechero, alcohol 70° y 96°, papel toalla,
parafilm, pipeta, aguja de siembra, tridngulo de Drigalski, sacabocado de 5mm de
diametro, bolsas de polipropileno, bolsas “ziplock™, tubos de ensayo, bisturi,
objeto y porta objeto, hilo, olla metélica de 12L, vasos Beakers de 50, 100ml,
500ml, y 2000ml, 2L de Lejia Clorox (4% de Hipoclorito de Sodio), cronémetro,
guantes plasticos, pizeta con agua destilada estéril, coladores, camaras humedas
(tapers de plastico con rejillas de metal y papel toalla humedecida en alcohol),

estilete.
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o Insumos: Agua destilada, Agua estéril, Agua de mesa, PDA (Papa-Destrosa-
Agar), producto TRICHO D® (Trichoderma harzianum), IMPALA® (Imazalil),
TIMOREX GOLD® (Aceite esencial del arbol de t¢ Melaleuca alternifolia),
SERENADE® (Bacillus subtilis).

o Herramientas y equipos: balanza., microondas, cdmara de flujo laminar,
refrigeradora (7-8°C), incubadora (25°C), cdmara humeda, estereoscopio,

microscopio.

3.3 PROCEDIMIENTO:

El ensayo consisti6 en 4 fases:

o Fase 1: Coleccion, aislamiento e identificacion de Penicillium digitatum en
mandarina Nova y W. Murcaott.
o Fase 2: Obtencidon del aislamiento mas virulento de Penicillium digitatum (con

mayor resistencia al ingrediente activo Imazalil) a través de 3 filtros de

evaluacion.
o Fase 3: Aplicacion de los tratamientos IN VITRO al aislamiento més virulento.
o Fase 4: Aplicacion de los tratamientos IN VIVO a los frutos inoculados con el

aislamiento mas virulento.

3.3.1 COLECCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Penicillium
digitatum EN CITRICOS

Los aislamientos fueron extraidos de mandarinas W. Murcott y Nova, cosechadas de
zonas costeras y colectadas en una planta procesadora ubicado en Huaral. Se colectaron
25 frutas enfermas ubicadas en la zona de descarte con presencia del hongo Penicillium
digitatum. Estas presentaron sintomas de una colonia circular de moho verde y con

presencia de cierta pudricion (Pérez, 2016).

Las 25 frutas enfermas fueron trasladadas en bolsas Ziplock hasta las instalaciones de la

UNALM, donde se llevo a cabo el ensayo. Se realizo una desinfeccion de los frutos con
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alcohol al 96% sin dafar el micelio. Posterior a ello se aislé la zona con presencia del
sintoma y con ayuda de un estilete y del estereoscopio, se recogio parte del micelio para

ser sembrado en 50 Placas Petri con Papa-Destrosa-Agar (PDA), 2 placas por fruto.

Las 50 placas Petri, (de los 25 aislamientos) fueron colocadas en una incubadora durante
7 dias a 25 °C (+/- 1 °C) y humedad relativa de 95%. Estas fueron evaluadas de manera
diaria durante los 7 dias que se encuentre en la incubadora. (Pérez et al, 2011). Se realiz
el repigque en caso las placas iniciales se hayan contaminado.

Posteriormente de los 25 aislamientos colectados por fruto, se escogieron solo 15 que
demostraron caracteristicas similares en el crecimiento micelial y que estuvieron

completamente aisladas de cualquier contaminante.

Para caracterizarlos, se repicé en medio de cultivo de agar PDA por varias veces hasta
obtener colonias puras, cultivadas en medios adecuados y con todas las precauciones y
reglas de asepsia y desinfeccion. Se guardaron 3 dias a 25 °C. Con una muestra de la parte
blanquecina del micelio en portaobjeto, se llevd a microscopio y se visualizo las

estructuras del patégeno como: conidias en cadena, conidiéforos y fialides.

La identificacién del género Penicillium fue siguiendo la clave Illustrated genera of
imperfect fungi (Barnett H., 1998). Para la identificacion de la especie P. digitatum segin
sus caracteristicas morfoldgicas se siguid la clave Clave determinativa de las especies del

género Penicillium (Lostau J., 1950).

3.3.2 OBTENCION DEL AISLAMIENTO MAS VIRULENTO DE Penicillium
digitatum (CON MAYOR RESISTENCIA AL IMAZALIL)

Para reconocer los asilamientos mas con mayor resistencia al fungicida, se repicaron en
placas petri con papa-dextrosa-agar (PDA) envenenadas con Imazalil (IMZ) a una dosis
de 1ppm, 2 ppm, y 5ppm (Figura 7 — A, B). Las 3 concentraciones del ingrediente activo
fueron recomendadas segun la interpretacion de la resistencia del hongo proveniente de
la exposicion de la especialista espafiola Dra. Celia Murciano en el 1l Simposio de
Postcosecha organizado por ProCitrus y Citrosol en 2017. Debido a que eran

concentraciones bajas, se realizé una dilucion inicial y luego se diluy6é en medio PDA
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(Figura7 - C, Dy E). Se compararon dichas dosis frente a un testigo (PDA), teniendo en

cuenta realizar 4 repeticiones por tratamiento por aislamiento, es decir 16 placas por

aislamiento. (Figura 7 — F).

Del total colectado, los aislamientos resistentes a Imazalil (IMZ) pasaron a la siguiente

evaluacion y categorizacion:

Tabla 1: Categorizacion de Penicillium digitatum segln su resistencia al Imazalil

RESULTADO

Interpretacion Global

Sensible a 1 ppm

Sensible (S)

Resistente a 1 ppm

Ligera Resistencia (R)

Resistente a 2 ppm

Resistencia (R)

Resistente a 5 ppm

Alta Resistencia (AR)

Fuente: CITROSOL, Il Simposio de Postcosecha organizado por ProCitrus y Citrosol
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Figura 7. Esquema de la metodologia seguida para evaluar el crecimiento micelial del diametro de
aislamientos de Penicillium digitatum.

Los aislamientos fueron sometidos a 25°C por 7 dias y aquellos que fueron altamente
resistentes (es decir que lograron crecer en el medio de 5ppm) fueron evaluados segun el
crecimiento del diametro del micelio. Este fue el primer filtro de evaluacion de la

resistencia.
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PARAMETROS EVALUADOS

1) Crecimiento del diametro del hongo:

Durante los dias de crecimiento del hongo hasta el llenado total en la placa Petri, se marcé
diariamente el crecimiento del micelio en la parte posterior. La evaluaciéon culmina una
vez en que la colonia testigo haya colonizado totalmente la placa. Se marcé la placa en
forma de cruz tratando que al centro quede el disco del repique, y se formen 4 cuadrantes:
A, B, C, y D. Cada dia se marcaria el micelio con respecto a las lineas. Procedimiento
basado en el trabajo “Eficacia de fungicidas quimicos para el control in vitro de diferentes

fitopatdgenos en condiciones controladas”. (Alburqueque D., 2018)

Medio envenenado

Disco del patégeno repicado
en medio envenenado

Mediciones por fecha
de evaluacion

Divisiéon en cuadrantes

Figura 8. Esquema de la evaluacion del crecimiento micelial de P. digitatum en placa Petri

2) Crecimiento del hongo en frutos inoculados:

Aquellos aislamientos que fueron considerados altamente resistentes fueron escogidos
para éste segundo filtro. Se utilizaron mandarinas W. Murcott calibre 1, cosechadas
recientemente, sin lesiones aparentes y sin ningun tratamiento poscosecha. Se inocularon

5 mandarinas por aislamiento.
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La evaluacion consistié en evaluar el crecimiento del moho verde en frutas inoculadas (y
previamente desinfestadas con Hipoclorito de Sodio al 1%), evaluando la esporulacion y

pudricion en centimetros.

Se us6 la olla metalica como recipiente de desinfestacion de las mandarinas. La olla, de
12L aprox, contenia 20 frutos ordenados en su superficie. En la olla, limpia y sin
impurezas se vertio 500ml de lejia y 1500ml de agua de mesa, para diluir la Lejia Clorox
de 4% a 1%. Se agit6 la mezcla, y se colocaron las mandarinas rapidamente en la olla.
(Figura 8 - A). Para evitar que floten se uso la tapa de la olla, y estuvieron en la olla por
2 minutos. Cumplido el tiempo, se retiraron las mandarinas; se usaron guantes plasticos
y se lavaron una por una con agua destilada estéril en pizeta. (Figura 8 - B). Se trasladaron
en colador y se colocaron encima de 3 capas de papel toalla separadas entre si por 30
minutos hasta que estén secas por completo para poder realizar la inoculacion. (Figura 8
-C).

Se desinfestaron las camaras humedas con alcohol 70° y papel toalla. Se depositaron 2
capas de papel toalla (recién abierto del paquete) debajo de la rejilla metélica y se
humedecieron con 50ml de agua destilada estéril. (Eduardo R., 1980).

Una vez listas las camaras humedas y las frutas ya secas en su totalidad, se realizo a la
inoculacion. (Figura 8 - D). Se limpi6 la zona con alcohol, se usaron los mecheros y se

trajeron las 14 placas (de los 14 aislamientos seleccionados). (Figura 8 - E).

Con el sacabocado se hicieron 5 discos del micelio de cada aislamiento. (Figura 8 - F).
Con el mismo sacabocado, (desinfectado en alcohol y flameado), se hizo un corte en la
cascara de a mandarina hasta atravesar el albedo. (Figura 8 - G). Con ayuda del estilete
se llevo el disco del micelio al corte realizado en la mandarina. (Figura 8 - H). Se volvio

a sellar con la cascara de la mandarina, y con parafilm. (Figura 8 - I).
Se llevaron las frutas inoculadas a las cdmaras humedas y se mantuvieron ahi durante

toda la evaluacion. (Figura 8 —Jy K). Se evalu6 la esporulacion y pudricion producida

alrededor del disco del micelio en momentos clave. (Figura 9)
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Figura 9. Esquema de la metodologia seguida para evaluar el crecimiento del moho en fruto producido
por aislamientos seleccionados de Penicillium digitatum
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Evaluacion de la pudricion

Disco del patégeno seleccionado como
altamente resistente al Imazalil

Evaluacion de la esporulacion

Figura 10. Esquema de los parametros evaluados del crecimiento del moho producido por de Penicillium

digitatum en fruto.

Aquellos aislamientos que presentaron los valores mas altos de los pardmetros
mencionados fueron considerados los mas virulentos y por tanto se llevaron al ultimo

filtro de seleccion de la cepa mas virulenta.

3) Evaluacién del tubo germinativo:

Se emple6 una modificacion de la metodologia recomendada segin Dhingra (1995),
Gonzales (2011) y Cariedo (2004). Fue la siguiente:

a. Se preparé el medio de cultivo de PDA. Posteriormente con una pipeta pasteur se

depositaron dos gotas de 20uL de medio en un portaobjeto.

b. Se realizd por separado una suspension de conidias de los aislamientos
seleccionados, hasta obtener 10° conidias/ml. Para ello se utilizé la Camara de
Neubauer, y con una pipeta Pasteur se depositaron 2 gotas sobre las mismas gotas
del medio PDA. Posteriormente se taparon con objeto, y se colocaron los montajes

en placas Petri.
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c. Se realizaron 5 montajes por aislamiento seleccionado y se colocaron los montajes a
temperatura entre 24 y 26 °C.

d. Se realizé el primer conteo de conidias totales, registrando las germinadas y las no
germinadas, a las de 22 horas después de realizado el montaje y luego a las 48 horas
del montaje.

e. Finalmente, se obtuvo un porcentaje de conidias germinadas respecto al total de
conidias observadas por aislamiento. De tal manera que con dicho porcentaje se

conocid qué aislamiento posee las conidias con mayor capacidad de germinacion.

3.3.3 APLICACIONDE TRATAMIENTOS IN VITRO AL AISLAMIENTO MAS
VIRULENTO

Identificada la cepa de Penicillium digitatum con mayor resistencia al Imazalil (IMZ), se
procedié a repicar dicha cepa en medios envenenados (PDA + FUNGICIDA) a sus dosis
comerciales (a excepcion del tratamiento Testigo). En el caso del ingrediente activo
Imazalil se consideraron 2 dosis (la dosis comercial y la dosis propuesta para el primer

filtro). Los tratamientos fueron los siguientes:

Tabla 2: Tratamientos IN VITRO al aislamiento mas virulento. ELABORACION PROPIA.

TRATAMIENTOS CSII\O/I'I\E/IIECI?II,EAL INGREDIENTE ACTIVO DOSIS
T1 TESTIGO (PDA) - -
T2 IMPALA® 50 CE Imazalil 5ppm
T3 IMPALA® 50 CE Imazalil 500ppm

T4 TIMOREX GOLD® Aceite esencial del a(bol_ de té 5 ml/L
Melaleuca alternifolia

T5 TRICHO D® Trichoderma harzianum 0.75g/L

T6 SERENADE® Bacillus subtilis 7.5ml/L
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Se emplearon 10 placas por tratamiento, pero solo se evaluaron 4 que crecieron sin

contaminante.

Se realiz6 la misma metodologia empleada en el primer filtro. La evaluaciéon culminé
cuando el aislamiento sembrado en el tratamiento testigo llegd a completarse en toda la

placa.

3.34 APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS IN VIVO A LOS FRUTOS
INOCULADOS CON EL AISLAMIENTO MAS VIRULENTO.

En laboratorio, la fruta fue desinfestada superficialmente, mediante inmersion por 60s en
una solucion al 1% de hipoclorito de sodio y enjuagada una vez en abundante agua
destilada. A continuacién, permanecié a temperatura ambiente durante 1 hora para
permitir el secado. Se prepard la mezcla de fungicidas en baldes de 8L con agua destilada

esteril. Los tratamientos fueron los siguientes:

Tabla 3: Tratamientos IN VIVO de Penicillium digitatum aislado de mandarina (Huaral) mas virulento.
ELABORACION PROPIA.

NOMBRE
TRATAMIENTOS COMERCIAL INGREDIENTE ACTIVO DOSIS
TO CONTROL SIN HERIDA SIN INOCULACION
TO CONTROL CON HERIDA SIN INOCULACION
T1 TESTIGO CON HERIDA CON INOCULACION
T TIMOREX Aceite esencial del arbol de 5 ml/L
GOLD® té Melaleuca alternifolia
T3 TRICHO D® Trichoderma harzianum 0.75g/L
T4 SERENADE® Bacillus subtilis 7.5ml/L
T5 IMPALA® 50 CE Imazalil 500ppm
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Debido a no coincidir con la época de cosecha de mandarina W.Murcott, se trabajé la
prueba in vivo final con el citrico Murcott. Se utilizaron frutas cosechadas sin lesiones
aparentes y sin ningun tratamiento poscosecha. Se inocularon 20 frutos por tratamiento.

El procedimiento in vivo se realizé de forma similar a las actividades y tiempos que se
utilizan en la actualidad en las plantas procesadoras. Para simular el proceso de
Drenchado se utilizé una mochila a presion para la aplicacion de los tratamientos por
medio de aspersion encima de una cinta de parafilm de 30cm de grosor.

Se realizd la aplicacion de los distintos tratamientos durante 30 segundos. Se retiraron las
frutas y se dejaron secar encima de papel toalla durante otros 30 minutos.

Terminado el tiempo de secado, se inocularon los frutos con una suspension de conidias
del aislamiento més virulento de Penicilium digitatum. Primero se realiz6 una herida a
la fruta con un punzon de 1 mm de diametro, luego con ayuda de la micropipeta se realizd
la inoculacion de 10ul de una solucion de conidias suspendida de 1 x 10° conidias/cc.
(Eckert y Brown, 1986).

Luego, los frutos inoculados fueron llevados a cdmaras humedas, a una temperatura de
21° a 25° y a una humedad relativa mayor de 80%, y durante los siguientes dias se evaluo
la longitud de la esporulacién y pudricion por dia.

3.3.5 DISENO ESTADISTICO

El disefio experimental fue completamente al azar (DCA). Los datos se analizaron con el
programa ““Statistix 10” y las pruebas de comparacion de medidas de Tukey (P=0.05). Se
calculo las medias, el coeficiente de varianza, y mediante el ANVA, se determind si
existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos, a fin de encontrar los
tratamientos mas efectivos en el control de las cepas resistentes de Penicillium digitatum.

Cabe decir que se determind primero el coeficiente de variabilidad de éste parametro ya
que éste determina la variacion del experimento en funcion del error experimental y la
magnitud de la variable en estudio. De acuerdo a Calzada-Benza, el valor CV en
experimentos agrondémicos no debe ser mayor del 30; ya que de ser mayor, restara
confiabilidad a los resultados estadisticos. En experimentos conducidos en invernadero,
laboratorios o centros bajo control ambiental, el CV permitido debe ser menor del 15 %
(Calzada, 1970).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1

IDENTIFICACION DE Penicillium digitatum

De 15 montajes del patégeno, se observaron en microscopio a 40X conidias globosas y

elipticas, con conidioforos cortos apretados a divergentes y métulas en forma ramificada.
(Figura 10). Con el programa “LEICA APPLICATION SUITE”, se determind una

longitud promedio del didmetro de conidias de 4 micras, cuyos conidioféros presentaron

45 micras de longitud por 4 micras de diametro en promedio. (Figura 11). Esto coincide

con la descripcion morfolédgica reportada en la “Clave Determinativa De Las Especies”

del Dr. José Lostau, en la cual detalla a la especie Penicillium digitatum con conidias de

rango de 4-6 micras por 6-8 micras y con conidioforos de 30 - 100 micras de longitud por

4-5 de didmetro. (Lostau, 1950).
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Figura 11. Vista microscopica de Penicillium digitatum a 40X y estructuras: conidias en cadena,

conidiofdros y métulas.
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Figura 12. Medidas de conidiéforos de Penicillium digitatum determinadas con el programa LEICA
APPLICATION SUITE.

Figura 13. Medidas de conidias de Penicillium digitatum determinadas con el programa LEICA
APPLICATION SUITE.
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42 OBTENCION DEL AISLAMIENTO MAS VIRULENTO DE Penicillium
digitatum (CON MAYOR RESISTENCIA AL IMAZALIL)

En la primera prueba, todos los aislamientos a excepcién del aislamiento 13, lograron
crecer en medio envenenado de 1,2 y 5 ppm, demostrando que son “Altamente
resistentes” al Imazalil. El aislamiento 13, que fue inhibido en su totalidad desde 1ppm,
y solo crecid en el medio PDA (Testigo), se considero aislamiento “Sensible”; de acuerdo
a la categorizacién de resistencias de CITROSOL en el Il Simposio de Postcosecha
(Murciano, 2017). En la Figura 14 se aprecia el comportamiento en placa Petri del
aislamiento 2 el cual fue “Altamente resistente” (al igual que los demas aislamientos)

versus el del Aislamiento 13 que fue el Gnico “Sensible”.

Aislamiento Altamente Resistente (N°2) Aislamiento Sensible (N°13)

Figura 14. Crecimiento del micelio de un aislamiento (Huaral) de Penicillium digitatum Altamente
Resistente a 0, 1, 2 y 5 ppm de Imazalil (PDA+IMZ) versus el comportamiento de un aislamiento de
P.digitatum Sensible al Imazalil con nulo crecimiento micelial a 1,2 y 5 ppm de Imazalil (PDA+IMZ).

Se evaluo entonces, el crecimiento del diametro de la colonia de los 14 aislamientos

altamente resistentes, para continuar con la obtencion de la cepa mas virulenta.
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4.2.1 CRECIMIENTO DEL DIAMETRO DEL HONGO EN 15 AISLAMIENTOS

DE Penicillium digitatum

Entre los aislamientos el porcentaje del coeficiente de variabilidad (CV%) fue menor a
15% en todos los dias evaluados, lo cual es aceptable para experimentos conducidos en

invernadero, laboratorios o centros bajo control ambiental, (Calzada, 1970). (Tabla 4).

En el Anva del parametro del diametro de la colonia (ANEXO 1), el valor p para los dias
evaluados fue 0, por tanto es altamente significativo (Calzada, 1970) y se procedi6 a
realizar el analisis comparativo. Realizada la prueba estadistica Tukey al 0.05% (ANEXO
2), se afirma que si existieron diferencias significativas en el crecimiento del diametro in
vitro (Tabla 4).

Tabla 4: Crecimiento del diametro de la colonia de 15 aislamientos de P. digitatum en medio envenenado

con Imazalil a la dosis de 5ppm.

IMPAL Diametro de colonia (cm) / No. Dia
A dosis Dias
oppm 3 5 6 7 8 9
AlS. 1 1.6* e** 3.6ab 4.4 ab 5.2 abcd 5.9ab 6.9 ab
AlS. 2 1.8 abc 4.0ab 4.7 ab 55ab 6.0 ab 7.2a
AlS. 3 1.7 abcde 3.6ab 4.2 ab 4.6 cd 50b 53¢
AlS. 4 1.6 cde 3.7ab 4.2 ab 5.1 abcd 5.6 ab 6.4 abc
AlS. 5 1.5 cde 3.5ab 40b 4.7 bed 53b 6.2 abc
AlS. 6 1.6 bcde 3.6ab 4.1ab 4.8 bed 54Db 5.9 bc
AlS. 7 1.8ab 41a 49a 5.4 abc 6.2 ab 7.0ab
AlS. 8 1.7 abcd 4.0 ab 4.6 ab 5.3 abc 5.9ab 6.9 ab
AlS. 9 18a 3.7ab 4.2 ab 44d 51b 6.6 ab
AlS. 10 15e 3.5ab 4.2 ab 4.8 bed 5.6 ab 6.4 abc
AlS. 11 1.8a 3.8ab 4.5ab 5.2 abcd 5.8 ab 7.0ab
AlS. 12 1.6 bede 3.4 ab 4.3 ab 5.0 abcd 5.7 ab 6.6 ab
AlS. 13 00f 0.0c 0.0c 0.0e 0.0c 0.0d
AlS. 14 1.7 abcde 41a 49a 5.8a 6.6a 7.3a
AlS. 15 1.5de 3.3b 41b 4.7 bed 5.3b 6.0 bc
MEDIA 1.54 3.45 4.06 4.70 5.31 6.11
CV (%) 5.27 8.66 7.56 7.31 8.41 7.33

* = promedio de didmetro de colonia de 4 placas en cm. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey

con un valor de 0.05 de significancia.
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De acuerdo anterior, los aislamientos con valores mas altos de crecimiento de colonia por
dia fueron los aislamientos 14, 2, 7, 11y 8, que de acuerdo a la prueba Tukey, demostraron
diferencia significativa en algunos dias. La diferencia de longitud del diametro de la

colonia entre aislamientos se observa en la Figura 15.

Crecimiento micelial de 15 aislamientos de P.digitatum
en medio envenado con Imazalil a 5Sppm
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Figura 15. Comportamiento de 15 aislamientos de P.digitatum, procedentes de Huaral, en Imazalil al
S5ppm.

Se puede apreciar en la Figura 15, durante los primeros dias de evaluacion, el crecimiento
promedio del didmetro en placa de los aislamientos altamente resistentes fue rapido y
muy similar entre si, y a partir del 6to dia, los aislamientos crecieron en diferente longitud
por dia.
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422 CRECIMIENTO DEL MOHO EN FRUTOS INOCULADOS CON 14
AISLAMIENTOS DE Penicillium digitatum

Para el segundo filtro, se realizé evaluacion estadistica de la esporulacion y pudricion.

En cuanto a la esporulacién, el coeficiente de variabilidad fue menor al 15%, lo cual
demuestra que esta dentro del porcentaje permitido para las evaluaciones conducidas en
laboratorio. (Calzada, 1970). En el ANVA de la esporulacion de P. digitatum en frutos
(ANEXO 3), el valor p para el dia 7 de evaluacion fue menor de 0.05 lo cual agrega
confiabilidad a los resultados estadisticos y se corrobora la alta significancia (Diaz Ballve
L., 2018).

Debido a esto, en el ANEXO 4 solo se observaron diferencias significativas con la prueba
Tukey en la esporulacion a los 7 dias destacando el aislamiento 7 y 14 (Figura 16), pero

no hubo diferencias significativas en las fechas siguientes (Tabla 5).

Tabla 5: Crecimiento de la esporulacién en frutos inoculados con los 14 aislamientos de P. digitatum.

Radio de micelio - esporulacion (cm) /Dia
AISLAMIENTOS 7 8 11
AlS. 1 3.2* ab** 39a 6.4a
AlS. 2 3.3ab 39a 6.4a
AlS. 3 3.5ab 444 7.0a
AlS. 4 3.2ab 39a 7.0a
AlS. 5 3.6ab 48a 7.1a
AlS. 6 3.2ab 40a 6.9a
AlIS. 7 3.6a 48a 7.1a
AlS. 8 3.4ab 46a 7.1a
AlS. 9 3.4 ab 42a 6.9a
AlS. 10 2.8b 39a 6.9a
AlS. 11 3.lab 41a 6.6a
AlS. 12 3.1lab 41a 6.0a
AlS. 14 31la 45a 6.9a
AlS. 15 3.5ab 41a 6.7a
MEDIA 3.28 4.23 6.79
CV (%) 11.30 10.82 9.04

* = promedio de crecimiento de la esporulacién de 5 frutos. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey

con un valor de 0.05 de significancia.
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Lado menciona en “Evaluacion de alternativas para el control poscosecha de aislamientos
de Penicillium digitatum resistentes a imazalil” muestra resultados similares en la
esporulacion de frutos no tratados e inoculados con cepas resistentes al Imazalil (Lado,
2010).

De acuerdo a la Tabla 5, solo en el dia 7 se hallaron diferencias significativas en los
aislamientos 7 y 14, presentando mayor valor de esporulacién, y el 10 como el menor
valor de esporulacién. Los dias siguientes no se encontraron diferencias significativas

entre los aislamientos segln el crecimiento de la esporulacion.

Avance de la esporulacion de 14 aislamientos de P.digitatum en
mandarinas W.Murcott
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Figura 16. Comportamiento de la esporulacién en frutos de 14 aislamientos de Penicillium digitatum,
procedente de Huaral, en mandarinas W.Murcott por dia de evaluacién.

Se puede apreciar en la Figura 16 que todos los aislamientos tienen el mismo
comportamiento pero con diferentes valores de esporulacion por dia. Para los 3 dias de

evaluacion, los que presentaron altos valores de esporulacion fueron 7 'y 14.
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Para el parametro de pudricién, el coeficiente de variabilidad nuevamente fue menor al
15%, coincidiendo con lo indicado por Calzada en “Métodos Estadisticos para la
investigacion 1.” En el ANVA del parametro de comportamiento temporal de la pudricion
en frutos inoculados (ANEXO 5), se puede apreciar que el p-valor fue cercano al 0 en el
tercer dia de evaluacion, a diferencia de los primeros dias de evaluacion, de tal forma que
en la prueba Tukey del mismo parametro (ANEXO 6), no se aprecian diferencias
significativas en las 2 primeras fechas de medicidn pero si a partir de los 11 dias. (Tabla
6).

Tabla 6: Crecimiento de la pudricidn en frutos inoculados con los 14 aislamientos de Penicillium digitatum

procedentes de Huaral.

Radio de micelio - pudricion (cm) /Dia
AISLAMIENTOS 7 8 11

AlS. 1 4.8* g** 51a 7.6 abc
AlS. 2 4.7 a 51a 7.5 abc
AlS. 3 48a 5.7a 8.2 abc
AlS. 4 44a 55a 8.2 abc
AlS. 5 4.7 a 58a 8.4 abc
AlS. 6 48a 56a 8.3 abc
AIS. 7 48a 59a 8.8a
AlS. 8 49a 5.7a 8.8ab
AlS. 9 5.0a 59a 8.6 abc
AlS. 10 4.7a 54a 7.9 abc
AlS. 11 46a 54a 8 abc
AlS. 12 48a 53a 7.4 cabc
AlS. 14 48a 6.1a 8.4 abc
AlS. 15 48a 5.6a 8.2 abc
CV (%) 7.46 8.54 6.95

* = promedio de crecimiento de la pudricidn de 5 frutos. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey

con un valor de 0.05 de significancia.

Los valores de pudricion a los 11 dias de la inoculacion si poseen diferencia estadistica

entre los aislamientos, siendo los aislamientos 7 y 8 los que presentaron altos valores de
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severidad, tal como se aprecia en la Figura 17. En los dias previos no se encontraron
diferencias significativas entre los aislamientos segun el crecimiento de la pudricién por
dia.

Avance de la pudricion de 14 aislamientos de P. digitatum en
mandarinas W.Murcott
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Figura 17. Comportamiento de la pudricion en fruto de 14 aislamientos de P.digitatum en mandarinas
W.Murcott por dia de evaluacion.

Avance de la pudricion y esporulacién de
un fruto de mandarina W.Murcott
inoculado con una cepa AR.de

P.digitatum

Fruto de mandarina W.Murcott sin inocular

Figura 18. Crecimiento del moho en una mandarina W.Murcott inoculado con un aislamiento de
Penicillium digitatum Altamente Resistente, procedente de Huaral, versus una mandarina W.Murcott sin
inocular
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Para el siguiente y ltimo filtro, se utilizaron los aislamientos 7,8 y 14 porque presentaron

los valores mas altos en esporulacion al inicio (7 y 14) y de pudricion final (7 y 8).

4.2.3 EVALUACION DEL TUBO GERMINATIVO EN 3 AISLAMIENTOS DE

Penicillium digitatum

A las 22 horas, se hallaron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion entre
el aislamiento 7 y 14, siendo el que presentaba mayor valor el 7 con un 97.51% frente a
los otros dos aislamientos de 65.4% y 50.6%. (Tabla7)

Caso similar registr6 Smilanick (2005), el cual evalu6 la germinacion de esporas de
aislamientos sensibles y resistentes de P. digitatum al IMZ en PDB sometiendo a
diferentes niveles de pH, y a las 24h encontrdé que el porcentaje de esporas germinadas

fue mayor del 98%.

Tabla 7: Germinacion de conidias en porcentaje, en 2 momentos de observacion; a 22 y 48 horas desde el

montaje de 3 aislamientos de P. digitatum procedentes de Huaral

Porcentaje de germinacion de conidias (%)
AISLAMIENTO 22 hrs 48hrs
AIS. 7 97.51* a* 100.00 a
AlS. 8 50.61b 59.59 a
AlS. 14 65.43 ab 79.30 a

* = promedio de 5 montajes por aislamiento. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey con un valor

de 0.05 de significancia.
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Evaluacion del tubo germinativo
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Figura 19. Germinacién de conidias a 22 y 48 horas de 3 cepas altamente resistentes de P.digitatum al
Imazalil.

A las 48 horas, los aislamientos no presentaron diferencias significativas en el porcentaje
de germinacion de conidias. Sin embargo, el aislamiento 7, llegé a un 100% de

germinacién promedio final en los 5 montajes realizados a diferencia de los otros 2

aislamientos (Figura 19).

En la Figura 20 se puede apreciar el campo visual de 1 de los 15 montajes por aislamiento
alas 22 horas y 48 horas de siembra y montaje. Se observa el cambio de conidias globosas

a conidias con tubo germinativo en una suspension de 108 conidias/ml, recomendacion de
Dhingra (1995).
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Figura 20. Montajes a las 22 y 48 horas de 3 aislamientos de Penicillium digitatum Altamente Resistentes,

procedentes de Huaral, a 10X.

Por tanto, el aislamiento nimero 7 fue considerado el mas virulento y el elegido para

realizar las pruebas finales de control.
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4.3 APLICACION DE TRATAMIENTOS IN VITRO AL AISLAMIENTO MAS
VIRULENTO DE Penicillium digitatum

En el ANVA del parametro de crecimiento del diametro de colonia (ANEXO 11), el valor
p para todos los dias de evaluacion fue de 0 lo cual indica que existe alta significancia en
a los resultados estadisticos (Diaz Ballve L., 2018). En el ANEXO 12, los resultados de
la prueba Tukey indican que al 0.05 de nivel de significancia se puede afirmar que existe
diferencia estadisticas entre los tratamientos por fecha de evaluacion, indicados en la
Tabla 8.

Tabla 8: Crecimiento del diametro de la colonia del aislamiento mas virulento de Penicillium digitatum,

procedente de Huaral, en 6 tratamientos de control in vitro

Diametro de colonia (cm) / No. Dia
TRAT Dias
3 4 5 6 7 8 9 10 11
T.1 2.7%a** 3.3ab 42a 49a 56a 6.1a 6.8a 74a 78a
T.2 24a 29b 35b 39b 43b 45b 46b 48b 50b
T.3 0.0d 0.0e 0.0e 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d
T.4 14b 17¢ 20¢c 2.3¢c 25¢ 26¢C 2.8¢c 29¢c 31c
T.5 28a 35a 45a 52a 59a 6.4a 7.0a 76a 8.0a
T.6 0.7¢ 0.7d 0.8d 0.8d 09d 0.9d 1.0d 1.0d 1.0d

* = promedio de 4 placas por tratamiento. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey con un valor de

0.05 de significancia.

De acuerdo a la Tabla 8, el mejor tratamiento in vitro fue el Tratamiento 3 (Imazalil a
500ppm), ya que inhibié por completo el crecimiento de la colonia. EI segundo
tratamiento con mayor control fue el Tratamiento 6 (Serenade -Bacillus subtilis), siendo

incluso igual de significativo que el Tratamiento 3 desde el dia 7 en adelante.

El tratamiento que retrasé el crecimiento de la colonia seguido del T.3 y T.6 fue el

Tratamiento 4 (Timorex Gold — Teé de Melalueuca alternifolia).

Por ultimo, los Tratamientos 1 (PDA), 2 (Imazalil a 5ppm) y 5 (Tricho D — Trichoderma
harzianum) fueron los mas bajos en cuanto a la efectividad del control del patogeno in

vitro. Incluso, el T.5 (Tricho D — Trichoderma harzianum) favorecio el crecimiento del
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micelio ya que presento valores de crecimiento mayores que del tratamiento control T.1
(PDA).

Crecimiento micelial IN VITRO del aislamiento més virulento de
P.digitatum en 5 tratamientos de control

9.0

- /
7.0 / T1: TESTIGO

6.0 // e T2: IMPALA 5ppm
” // // ====T3: IMPALA 500ppm
4.0

: }// ——T4: TIMOREX
3.0 —
<~ ———T5: TRICHO D
20
—— e T6: SERENADE

1.0 ——

Diametro micelial en mm

0.0

Dias

Figura 21. Comportamiento del aislamiento de Penicillium digitatum , procedente de Huaral, con mayor
resistencia al Imazalil sometido a 5 tratamientos de control en placas Petri conteniendo PDA

Como indica la Figura 21, el crecimiento del didmetro micelial del aislamiento mas

virulento de P. digitatum en medio in vitro fue mayor en los tratamientos T.5y T.1.

Comparando los tratamientos segln su porcentaje de control, es decir, teniendo al
Tratamiento 1 (Testigo) con un 0% de control; podemos afirmar que el tratamiento que
inhibio por completo su crecimiento fue el T.3 y que los tratamientos que lograron retrasar

su crecimiento, fueron el T.6 y T.4, tal como se observa en la Tabla 9.

Esto quiere decir que el T.5 no fue eficiente para su control, sino al contrario, favorecio

su crecimiento, ya que presenta un valor negativo (-3%) que el Tratamiento 1 (testigo).
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Tabla 9: Porcentaje de control de Penicillium digitatum (cepa resistente a Imazalil, procedente de Huaral)
los 5 tratamientos tomando como referencia al Testigo (T.1)

Porcentaje de Control

TRAT Dias
3 4 5 6 7 8 9 10 11
T.1 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
T.2 14% 13% 17% 21% 24% 27% 32% 34% 36%

T.3 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

T.4 50% 48% 52% 54% 56% 57% 60% 60% 61%
T.5 -2% -1% -1% -5% -4% -5% -3% -4% -3%
T.6 76% 78% 82% 84% 85% 85% 86% 87% 88%

En la Figura 22 se aprecia la curva del progreso de la enfermedad, y de acuerdo a los
datos de la Tabla 9. Se corrobora que el mejor tratamiento para el control in vitro de la
cepa mas virulenta de P.digitatum fue el T3: Imazalil a 500 ppm, seguido de T6: Serenade
(Bacillus subtilis), que tuvo un 88% de control y T5: Timorex Gold (té de Melaleuca
alternifolia), que tuvo un 61% de control al finalizar la evaluacidn, a 11 dias de siembra

en medio envenenado.

Porcentaje de control - Curva de progreso de la enfermedad

120%

100%
e T1: TESTIGO

80% +———
e T2: IMPALA 5ppm

60% B
—_— e T3: IMPALA 500ppm
0,
e — e T5: TRICHO D
0% == — e T6: SERENADE
1 2 3 4 5 6 7 8 9

-20%

dias

Figura 22. Comportamiento del aislamiento de Penicillium digitatum con mayor resistencia al Imazalil,
procedente de Huaral, sometido a 5 tratamientos de control en placas Petri, conteniendo PDA.

En la Figura 23 se aprecian los resultados de 1 placa representativa de la prueba in vitro.

53



Figura 23. Crecimiento micelial IN VITRO del aislamiento mas virulento de Penicillium digitatum, procedente de Huaral en 5 tratamientos de control a los 11 dias de
siembra.
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4.4 APLICACION DE TRATAMIENTOS IN VIVO AL AISLAMIENTO MAS
VIRULENTO DE Penicillium digitatum

Ninguno de los tratamientos aplicados en fruto fueron totalmente eficaces para el control
total del moho verde producido por la cepa méas virulenta de P. digitatum al imazalil.
Resultados similares presenta Visintin et al. en la investigacion “Manejo de mohos
poscosecha de citricos mediante antagonistas microbianos” en el que concluye que “.../a
aplicacion de antagonistas por aspersion en linea experimental no aseguré una

poblacion efectiva y estable de la biocontroladora”. (Visintin et al., 2010)

Con respecto a la esporulacion evaluada en la Gltima prueba del ensayo, gracias a la
prueba Tukey se determind que hasta los 6 dias no existia diferencia significativa entre
los tratamientos, hasta que a partir del dia 8, el tratamiento que presenté menores valores
de radio de esporulacion fue el T.2: Timorex Gold (Té de Melalueuca alternifolia) (Tabla
9). Esto se aprecia claramente en la Figura 24, el T2 retrasa el crecimiento del micelio a

diferencia de los demas tratamientos de control.

Tabla 10: Crecimiento radial de la esporulacion en frutos inoculados con el aislamiento mas virulento de

Penicillium digitatum, procedente de Huaral, en 5 tratamientos de control in vivo

Radio de esporulacion (cm) / No. Dia
TRAT Dias
1 3 6 8 10 13 15
T.1 0 0 132%a** | 242a 4.90a 5.74a 6.63a
T.2 0 0 0.89a 158b 3.25¢ 3.91b 4.66 b
T.3 0 0 129a 2.39a 4.65 ab 5.60 a 6.62a
T.4 0 0 131a 241a 459 ab 557 a 6.56 a
T.5 0 0 146 a 241a 4.25b 570a 6.59 a

* = promedio de 20 frutos por tratamiento. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey con un valor

de 0.05 de significancia.
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Avance de la esporulacion de P.digitatum en Murcott

.
6
€ 5
S e T1: TESTIGO
:§ g ——T2: TIMOREX
= g T3: TRICHO D
& // ——T4: SERENADE
D

0 T5: IMPALA

1 3 6 8 10 13 15
dias transcurridos desde la inoculacion

Figura 24. Comportamiento de la esporulacion del aislamiento de Penicillium digitatum con mayor
resistencia al Imazali, procedente de Huaral, sometido a tratamientos de control in vivo

En la Figura 25 se observa el efecto del control de los tratamientos, observandose que el
T2: Timorex Gold (Té de Melalueuca alternifolia) Ileg6 a un 35% como mayor porcentaje
de control y luego descendiendo a un 30% de control, a diferencia de los demas

tratamientos.

Porcentaje de control de esporulacion - Curva de progreso de la
enfermedad
40%
35%
30%
——T1: TESTIGO
25%
20% =—T2: TIMOREX
15%
T3: TRICHO D
10%
5% ——T4: SERENADE
0%
506 ——T5: IMPALA
-10%
-150
15% dias

Figura 25. Comportamiento de la esporulacidn del aislamiento de Penicillium digitatum con mayor
resistencia al Imazalil, aislado de Huaral, sometido a tratamientos de control in vivo
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Con respecto a la pudricion, la prueba Tukey (con un valor de significancia del 0.05),
determind que el tratamiento que retraso el crecimiento radial, fue el T.2: Timorex Gold-

Té de Melalueuca alternifolia.

De acuerdo a la Tabla 12, éste fue el Unico que se diferencié de los demés tratamientos,

tal como se refleja en la Figura 26.

Tabla 11: Crecimiento radial de la esporulacion en frutos inoculados con el aislamiento mas virulento de

P. digitatum, procedente de Huaral, en 5 tratamientos in vivo

Radio de pudricién (cm) / No. Dia
TRAT Dias
1 3 6 8 10 13 15
T.1 0 0 2.39% g** 341a 5.88a 6.72a 7.75a
T.2 0 0 131b 2,54 b 4.13b 481b 547b
T.3 0 0 2.30a 3.34a 570a 6.61a 7.66 a
T.4 0 0 231a 3.36a 5.69 a 6.55a 7.75a
T.5 0 0 2.40 a 340a 5.20 a 6.70 a 7.70 a

* = promedio de 20 frutos por tratamiento. ** = diferencia significativa de la prueba Tukey con un valor

de 0.05 de significancia.

Avance de la pudricion de P.digitatum en Murcott
9
8
7
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N 5 e T2: TIMOREX
[
3 4 T3: TRICHO D
S 3 / ——T4: SERENADE
] y ——T5: IMPALA
0 /
1 3 6 8 10 13 15
dias transcurridos desde la inoculacién

Figura 26. Comportamiento de la pudricion del aislamiento de P.digitatum con mayor resistencia al
Imazalil sometido a tratamientos de control in vivo
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En la Figura 27, se observa el efecto del control de los tratamientos, observandose que el
T2: Timorex Gold (Té de Melalueuca alternifolia) Ilegd a un 45% como mayor porcentaje
de control, luego decayendo a un promedio de 25% a 30% de control en los dias
siguientes. Los demas tratamientos no superaron el 5% de control, y solo Impala demostrd

al 10mo dia un control de 10% que luego fue disminuyendo.

Porcentaje de control de pudricion- Curva de progreso de la

enfermedad
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Figura 27. Comportamiento de la esporulacidn del aislamiento de P.digitatum con mayor resistencia al
Imazalil sometido a tratamientos de control in vivo

Observamos que el T5: Impala no fue efectivo para el control de la cepa mas resistente a
este ingrediente activo: Imazalil. Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por
Smilanick et al. (2005), en donde el IMZ aplicado solo (500 mg I-1) no controld los

aislamientos resistentes a dicho principio activo.

Cabe sefialar que todos los frutos inoculados presentaron presencia del moho verde
caracteristico del P.digitatum a excepcion de los tratamientos testigo sin herida, testigo
con herida y sin inoculacion y 3 de 20 frutos del T.2: Timorex Gold (Té de Melalueuca
alternifolia). (Figura 28 — A)

Aquellos que presentaron mayor avance del crecimiento radial del moho fue el
Tratamiento Testigo con herida e inoculacion (referencial) y aquellos que presentaron
menor velocidad de avance del crecimiento micelial en fruto fue el T.2: Timorex Gold

(Té de Melalueuca alternifolia). (Figura 28 — B)
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Figura 28. T1: TESTIGO (izquierda) vs T2: TIMOREX GOLD (derecha), A: 20 frutos totales por tratamiento, B: Avance del moho en 1 fruta por tratamiento (T1 vs T2).
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Analizando los resultados in vivo e in vitro; la diferencia entre estos puede deberse a que,
en los tratamientos in vivo hay muchos factores que pueden influir en el resultado; la
homogeneidad del mojado de los frutos, la adsorcién del fungicida en la piel de los frutos,
el tiempo del lavado, y el tiempo de contacto entre el patdgeno y el fungicida. En los
ensayos in vitro se controlan mucho mejor todas estas variables (ya que ponemos en
contacto el hongo con una cantidad muy controlada de fungicida durante varios dias), y

por tanto los resultados son distintos.

Las diferencias con los resultados obtenidos en esta investigacion podrian explicarse por
el tiempo de contacto y/o por el tiempo entre la inoculacion y la aplicacion del
tratamiento. Segun Schirra, et al. (2005) la sensibilidad in vitro es menor aunque se
aplique la misma concentracion y temperatura el Imazalil. Las aplicaciones de este
principio activo son mas efectivas para el control de P. digitatum cuando son realizadas

dentro de las 12-15 h luego de la inoculacion del patégeno (Kanetis et al., 2007).

Pese a que ninguno de los tratamientos inhibié o control6 por completo el crecimiento del
diametro micelial en placas Petri, ni tampoco se alcanzaron niveles aceptables de control
(<15% a 20° C) para fruta tratada, existié diferencia estadistica suficiente para afirmar
que el tratamiento con TIMOREX GOLD redujo la presencia en fruto de esporulacion y
pudricion del moho causado por patégeno més virulento de P.digitatum al Imazalil. . Esto
puede deberse a que este producto es un aceite vegetal que inhibe la respiracion y

formacion de tubos germinales de patdgenos postcosecha.

Cabe sefialar que para reducir la aparicion de resistencias de P.digitatum al Imazalil, es
recomendable primero, control en la higienizacion de la planta de tratamiento poscosecha,
principalmente en los almacenes donde se ha detectado el mayor niumero de cepas

resistentes al estar sometidos a una presion de forma continua.

De mismo modo, es necesario poder detectar de manera rapida y eficiente la existencia o
no de aislamientos resistentes con el fin de llevar a cabo tratamientos postcosecha mas

eficaces, evitando dosis excesivas o el incremento de los niveles de residuos.

Seria preciso profundizar en los diferentes mecanismos implicados en la adquisicion de

resistencias de los patégenos que causan mayor repercusion economica.

Para reducir el dafio ocasionado por patdégenos que ocasionan enfermedades en

postcosecha es recomendable realizar limpieza y desinfeccion para controlar la
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proliferacion de microorganismos tanto en ambiente como en superficies. Asi como
también una periddica verificacion de la desinfeccion, controlando la correcta aplicacion

de desinfectantes.

Es necesaria también la adecuada higienizacion de los caldos de tratamiento en todos los
elementos del packing, asi como también una correcta desinfeccion de equipos y

materiales en contacto con los frutos de todo el proceso postcosecha.

Debido a que la infeccion de Penicillium digitatum ocurre a través de heridas en la
cascara de la fruta, un método de control es evitar todo tipo de heridas o detectarlas a
tiempo, desde el volcado hasta el almacenamiento. Ademas, el mayor tamafo de las
heridas provoca la liberacion de grandes cantidades de aceites desde las glandulas
destruidas de la cascara, solo beneficiosas para el crecimiento de Penicillium sp. (Brown
y col., 2000).

Se recomienda también que la aplicacion del drencher sea homogénea en planta

procesadora ya que es el primer momento de lavado y desinfeccion.
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V. CONCLUSIONES

A 5ppms se ha detectado que las cepas de Penicillium digitatum, procedentes de
Huaral (de frutos de descarte de la planta de procesamiento) se comportan como
resistentes a Imazalil y segin 3 parametros de evaluacion, se logro identificar las

cepas mas resistentes a este ingrediente activo.

De las 15 cepas de Penicillium digitatum, procedentes de Huaral (de frutos de
descarte de la planta de procesamiento) colectadas, luego del primer filtro o

evaluacion, se obtuvieron 14 cepas resistentes, que era un 93.3% de cepas totales.

De los 14 aislamientos de Penicillium digitatum, procedentes de Huaral (de frutos
de descarte de la planta de procesamiento), altamente resistentes al ingrediente
activo Imazalil; 3 tuvieron altos niveles de esporulacién y pudricion en fruto, y
solo 1 tuvo alto poder germinativo (97.5% en 22 horas de realizado al montaje,
frente a los otros dos aislamientos de 65.4% y 50.3%). Aquel aislamiento se

consider6 el mas virulento.

Se logré evaluar los efectos del aceite esencial (té de Melaleuca alternifolia) y de
controladores biolégicos (Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum) sobre el
control en poscosecha de la cepa més virulenta de Penicillium digitatum con
resistencia a Imazalil en frutos de mandarina en condiciones in vitro e in vivo en

la Universidad Agraria La Molina.

El mejor tratamiento para el control in vitro de la cepa mas virulenta de
P.digitatum fue el Imazalil a 500 ppm, seguido de Serenade (Bacillus subtilis),
que tuvo un porcentaje de control del 88% y Timorex Gold (té¢ de Melaleuca

alternifolia) con un 61%.

El mejor tratamiento para el control in vivo de la cepa mas virulenta de P.

digitatum fue el Timorex Gold (té de Melaleuca alternifolia), retraso el avance
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del moho, con un control del 35% de la esporulacion en el 6to dia y con un 45%
de control de la pudricion en el 8vo. Ambos porcentajes de control disminuyeron
con el avance de los dias pero fueron mayores a comparacion de los demas

tratamientos.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Seria necesario continuar ensayando con el producto Timorex Gold (té de
Melaleuca alternifolia) ya que presenté en ambos ensayos disminucion en el
crecimiento del patdégeno de P. digitatum mas virulento al Imazalil, tanto en
prueba in vitro como in vivo.

Convendria incrementar a dosis mayores del producto producto Timorex Gold (té

de Melaleuca alternifolia) y evaluar su eficacia en ensayos in vivo.

2. Se recomienda realizar ensayos in vivo con un ndmero elevado de frutos y
réplicas, para intentar minimizar las variaciones en los resultados. Debido a que
tanto el fruto como el patdgeno son seres vivos, no siempre se comportaran igual,

por tanto al usar un nimero alto de réplicas, la variabilidad se reduce.

3. Seria recomendable evaluar la eficacia de Timorex Gold (t¢ de Melaleuca
alternifolia) en mandarinas de distintas variedades y de distintas partidas dentro
de la misma variedad (principio de campafa y final de campafia), ya que podrian

observarse resultados diferentes.

4. Seria conveniente repetir los ensayos in vivo con otros tratamientos poscosecha

complementarios, como por ejemplo, encerado en frutos, y tratamiento en frio.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: ANVA del crecimiento del diametro de colonia de 15 aislamientos de
Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, evaluado por dia.

Completely Randomized AOV for D3

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 14 10.9356 0.78111 118.40 0.0000
Error 45 0.2969 0.00660

Total 59 11.2325

Grand Mean 1.5408 CV 5.27

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.45 0.1717

O'Brien's Test 0.93 0.5393

Brown and Forsythe Test 0.98 0.4838

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

AISLAMIEN 14.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 0.19363
Effective cell size 4.0

AISLAMIEN Mean

Ais. 1 1.5125
Ais. 10 1.5000
Ais. 11 1.8250
Ais. 12 1.6000
Ais. 13 0.0000
Ais. 14 1.7000
Ais. 15 1.5250
Ais. 2 1.7500
Ais. 3 1.6750
Ais. 4 1.5500
Ais. 5 1.5500
Ais. 6 1.5750
Ais. 7 1.7750
Ais. 8 1.7250
Ais. 9 1.8500
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.04006
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0574

Completely Randomized AOV for D5

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 14 54.9123 3.92231 43.93 0.0000
Error 45 4.0175 0.08928

Total 59 58.9298

Grand Mean 3.4483 CV 8.66
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Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.89 0.05406
O'Brien's Test 1.21 0.3038
Brown and Forsythe Test 0.93 0.5317

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 14.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN Mean

Ais. 1 3.4500
Ais. 10 3.5000
Ais. 11 3.8250
Ais. 12 3.4000
Ais. 13 0.0000
Ais. 14 4.1000
Ais. 15 3.3000
Ais. 2 4.0000
Ais. 3 3.6500
Ais. 4 3.6500
Ais. 5 3.4500
Ais. 6 3.5750
Ais. 7 4.1250
Ais. 8 4.0250
Ais. 9 3.6750
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1494
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2113

Completely Randomized AOV for D6

0.95826
4.0

F P

Source DF SS MS

ATISLAMIEN 14 75.2693 5.37638 56.93 0.0000
Error 45 4.2500 0.09444

Total 59 79.5193

Grand Mean 4.0633 CVv 7.56

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.69 0.0918

O'Brien's Test 1.08 0.3983

Brown and Forsythe Test 0.92 0.5407

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 14.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN Mean

Ais. 1 4.3000
Ais. 10 4.2000
Ais. 11 4.4500
Ais. 12 4.2500
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Ais. 13 0.0000
Ais. 14 4.8500
Ais. 15 4.0500
Ais. 2 4.7250
Ais. 3 4.1500
Ais. 4 4.2250
Ais. 5 4.0250
Ais. © 4.1000
Ais. 7 4.8750
Ais. 8 4.6000
Ais. 9 4.1500
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1537
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2173

Completely Randomized AOV for D7

Source DF SS MS F P
ATISLAMIEN 14 102.577 7.32695 62.06 0.0000
Error 45 5.313 0.11806

Total 59 107.890

Grand Mean 4.7017 cv 7.31

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 2.30 0.0178

O'Brien's Test 1.47 0.1621

Brown and Forsythe Test 2.22 0.0219

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

ATISLAMIEN 14.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 1.80222
Effective cell size 4.0

AISLAMIEN Mean

Ais. 1 5.2000
Ais. 10 4.8250
Ais. 11 5.1500
Ais. 12 5.0000
Ais. 13 0.0000
Ais. 14 5.8000
Ais. 15 4.7250
Ais. 2 5.5250
Ais. 3 4.6000
Ais. 4 5.0750
Ais. 5 4.7500
Ais. © 4.7750
Ais. 7 5.4250
Ais. 8 5.2750
Ais. 9 4.4000
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1718
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2430

Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 14 130.523 9.32310 46.81 0.0000
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Error 45 8.962 0.19917

Total 59 139.486

Grand Mean 5.3083 Cv 8.41
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.64 0.0069
O'Brien's Test 1.69 0.0916
Brown and Forsythe Test 2.55 0.0088

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 14.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN Mean
Ais. 1 5.9750
Ais. 10 5.6000
Ais. 11 5.8000
Ais. 12 5.7000
Ais. 13 0.0000
Ais. 14 6.6000
Ais. 15 5.3500
Ais. 2 6.0500
Ais. 3 5.0250
Ais. 4 5.6250
Ais. 5 5.3250
Ais. 6 5.3750
Ais. 7 6.1500
Ais. 8 5.9250
Ais. 9 5.1250
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.2231
Std Error (Diff of 2 Means) 0.31506

Completely Randomized AOV for D9

F

Source DF SS MS
AISLAMIEN 14 175.196 12.5140 62.48
Error 45 9.012 0.2003

Total 59 184.209

Grand Mean 6.1050 Cv 7.33

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.34 0.0156
O'Brien's Test 1.50 0.1501
Brown and Forsythe Test 2.03 0.0368

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 14.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN Mean
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2.28098
4.0

P
0.0000

3.07843
4.0



Ais. 1 6
Ais. 10 6
Ais. 11 o
Ais. 12 6
Ais. 13 0
Ais. 14 7
Ais. 15 6
Ais. 2 7
Ais. 3 5
Ais. 4 6
Ais. 5 6
Ais. © 5
Ais. 7 7
Ais. 8 6
Ais. 9 6
Observations

Standard Error of a Mean

Std Error (Diff of 2 Means)

.8250
.4000
.9500
.6000
.0000
.2500
.0500
.2000
.3000
.4000
.1750
.9250
.0000
.9000
.6000

per Mean

4

0.2238
0.3164
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ANEXO 2: Prueba Tukey del crecimiento de didmetro de colonia de 15 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, por dia

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D3 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 9 1.8500 A

Ais. 11 1.8250 A

Ais. 7 1.7750 AB

Ais. 2 1.7500 ABC

Ais. 8 1.7250 ABCD

Ais. 14 1.7000 ABCDE

Ais. 3 1.6750 ABCDE

Ais. 12 1.6000 BCDE

Ais. 6 1.5750 BCDE

Ais. 4 1.5500 CDE

Ais. 5 1.5500 CDE

Ais. 15 1.5250 DE

Ais. 1 1.5125 E

Ais. 10 1.5000 E

Ais. 13 0.0000 F

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0574
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison 0.2058
There are 6 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D5 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 4.1250 A

Ais. 14 4.1000 A

Ais. 8 4.0250 AB

Ais. 2 4.0000 AB

Ais. 11 3.8250 AB

Ais. 9 3.6750 AB

Ais. 4 3.6500 AB

Ais. 3 3.6500 AB

Ais. 6 3.5750 AB

Ais. 10 3.5000 AB

Ais. 5 3.4500 AB

Ais. 1 3.4500 AB

Ais. 12 3.4000 AB

Ais. 15 3.3000 B

Ais. 13 0.0000 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2113
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison 0.7571
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D6 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups
Ais. 7 4.8750 A

79



Ais. 14 4.8500 A

Ais. 2 4.7250 AB

Ais. 8 4.6000 AB

Ais. 11 4.4500 AB

Ais. 1 4.3000 AB

Ais. 12 4.2500 AB

Ais. 4 4.2250 AB

Ais. 10 4.2000 AB

Ais. 3 4.1500 AB

Ais. 9 4.1500 AB

Ais. 6 4.1000 AB

Ais. 15 4.0500 B

Ais. 5 4.0250 B

Ais. 13 0.0000 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

0.2173
0.7787

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D7 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 14 5.8000 A

Ais. 2 5.5250 AB

Ais. 7 5.4250 ABC

Ais. 8 5.2750 ABC

Ais. 1 5.2000 ABCD

Ais. 11 5.1500 ABCD

Ais. 4 5.0750 ABCD

Ais. 12 5.0000 ABCD

Ais. 10 4.8250 BCD

Ais. 6 4.7750 BCD

Ais. 5 4.7500 BCD

Ais. 15 4.7250 BCD

Ais. 3 4.6000 CD

Ais. 9 4.4000 D

Ais. 13 0.0000 E

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

0.2430
0.8706

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 14 6.6000 A
Als. 7 6.1500 AB
Ais. 2 6.0500 AB
Ais. 1 5.9750 AB
Ais. 8 5.9250 AB
Ais. 11 5.8000 AB
Ais. 12 5.7000 AB
Ais. 4 5.6250 AB
Ais. 10 5.6000 AB
Ais. 6 5.3750 B
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Ais. 15 5.3500 B

Ais. 5 5.3250 B

Ais. 9 5.1250 B

Ais. 3 5.0250 B

Ais. 13 0.0000 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3156
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison 1.1308
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D9 by AISLAMIENTO

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 14 7.2500 A

Ais. 2 7.2000 A

Ais. 7 7.0000 AB

Ais. 11 6.9500 AB

Ais. 8 6.9000 AB

Ais. 1 6.8250 AB

Ais. 12 6.6000 AB

Ais. 9 6.6000 AB

Ais. 10 6.4000 ABC

Ais. 4 6.4000 ABC

Ais. 5 6.1750 ABC

Ais. 15 6.0500 BC

Ais. © 5.9250 BC

Ais. 3 5.3000 C

Ais. 13 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3164
Critical Q Value 5.068 Critical Value for Comparison 1.1339
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
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ANEXO 3: ANVA del crecimiento del moho (esporulacién) de 14 aislamientos

aislamientos de Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, por dia

Completely Randomized AOV for D7

Source DF SS MS
AISLAMIEN 12 3.7087 0.30906 2.2
Error 57 7.8440 0.13761

Total 69 11.5527

Grand Mean 3.2843 Cv 11.30
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.69 0.0933
O'Brien's Test 1.27 0.2642
Brown and Forsythe Test 0.85 0.6030

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 12.0 4.061 0.0012
Error 20.5

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN N Mean SE
Ais. 1 5 3.2400 0.1659
Ais. 10 5 2.7800 0.1659
Ais. 11 5 3.1200 0.1659
Als. 12 5 3.1200 0.1659
Ais. 14 10 3.5800 0.1173
Als. 2 5 3.2600 0.1659
Ais. 3 5 3.4800 0.1659
Als. 4 5 3.1800 0.1659
Ais. 5 5 3.0600 0.1659
Ais. © 5 3.1800 0.1659
Ais. 7 5 3.6400 0.1659
Ais. 8 5 3.4000 0.1659
Als. 9 5 3.3600 0.1659

Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS
AISLAMIEN 12 5.9549 0.49624 2.3
Error 57 11.9280 0.20926

Total 69 17.8829

Grand Mean 4.2286 Cv 10.82
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0.79 0.6581
O'Brien's Test 0.62 0.8140
Brown and Forsythe Test 0.46 0.9292

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 12.0 2.06 0.0704
Error 21.1
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Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN N Mean SE
Ais. 1 5 3.8600 0.2046
Ais. 10 5 3.9200 0.2046
Ais. 11 5 4.1200 0.2046
Als. 12 5 4.1200 0.2046
Als. 14 10 4.4400 0.1447
Ais. 2 5 3.8600 0.2046
Ais. 3 5 4.4400 0.2046
Ais. 4 5 3.9200 0.2046
Ais. 5 5 4.5000 0.2046
Ais. 6 5 3.9800 0.2046
Ais. 7 5 4.7600 0.2046
Ais. 8 5 4.6200 0.2046
Ais. 9 5 4.2200 0.2046

Completely Randomized AOV for D11

Source DF SS MS
ATISLAMIEN 12 6.1897 0.51581 1.3
Error 57 21.4560 0.37642

Total 69 27.6457

Grand Mean 6.7857 CVv 9.04
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0.81 0.6429
O'Brien's Test 0.62 0.8171
Brown and Forsythe Test 0.33 0.9809

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

AISLAMIEN 12.0 1.80 0.1151

Error 20.9

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN N Mean SE
Ais. 1 5 6.4200 0.2744
Ais. 10 5 6.8600 0.2744
Ais. 11 5 6.6000 0.2744
Ais. 12 5 6.0400 0.2744
Ais. 14 10 6.9200 0.1940
Ais. 2 5 6.3800 0.2744
Als. 3 5 7.0000 0.2744
Ais. 4 5 7.0000 0.2744
Ais. 5 5 6.8800 0.2744
Ais. © 5 6.9400 0.2744
Ais. 7 5 7.0600 0.2744
Als. 8 5 7.1000 0.2744
Ais. 9 5 6.8800 0.2744
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ANEXO 4: Prueba Tukey del crecimiento del moho (esporulacién) de 14 aislamientos

de Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, por dia

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D7 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 3.6400 A

Ais. 14 3.5800 A

Ais. 3 3.4800 AB

Ais. 8 3.4000 AB

Ais. 9 3.3600 AB

Ais. 2 3.2600 AB

Ais. 1 3.2400 AB

Ais. 4 3.1800 AB

Ais. 6 3.1800 AB

Ais. 11 3.1200 AB

Ais. 12 3.1200 AB

Ais. 5 3.0600 AB

Ais. 10 2.7800 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2032 TO
0.2346

Critical Q Value 4.886 Critical Value for Comparison 0.7019 TO
0.8105

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 4.7600 A

Ais. 8 4.6200 A

Ais. 5 4.5000 A

Ais. 14 4.4400 A

Ais. 3 4.4400 A

Ais. 9 4.2200 A

Ais. 12 4.1200 A

Ais. 11 4.1200 A

Ais. © 3.9800 A

Ais. 10 3.9200 A

Ais. 4 3.9200 A

Ais. 1 3.8600 A

Ais. 2 3.8600 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2506 TO
0.2893

Critical Q Value 4.886 Critical Value for Comparison 0.8656 TO
0.9995

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D1l by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 8 7.1000 A
Ais. 7 7.0600 A
Ais. 3 7.0000 A
Ais. 4 7.0000 A
Ais. © 6.9400 A
Ais. 14 6.9200 A
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Ais. 5

Ais. 9
Ais. 10
Ais. 11
Ais. 1
Ais. 2
Ais. 12
Alpha
0.3880

o OY O)Y O O O)Y O

.8800
.8800
.8600
.6000
.4200
.3800
.0400

Critical Q Value

1.3405

i

0.

05

4.886

Standard Error for Comparison

Critical Value for Comparison

0.3360 TO

1.1609 TO

There are no significant pairwise differences among the means.
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ANEXO 5: ANVA del crecimiento del moho (pudricion) de 14 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, por dia

Completely Randomized AOV for D7

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 12 1.44300 0.12025 0.95 0.5021
Error 57 7.18500 0.12605

Total 69 8.62800

Grand Mean 4.7600 CVv 7.46

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 3.54 0.0006

O'Brien's Test 2.62 0.0073

Brown and Forsythe Test 2.33 0.0164

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

AISLAMIEN 12.0 1.72 0.1345

Error 20.9

Component of variance for between groups -1.083E-03
Effective cell size 5.4
AISLAMIEN N Mean SE

Ais. 1 5 4.7600 0.1588

Ais. 10 5 4.7200 0.1588

Ais. 11 5 4.6400 0.1588

Ais. 12 5 4.7800 0.1588

Ais. 14 10 4.7900 0.1123

Ais. 2 5 4.7400 0.1588

Ais. 3 5 4.8400 0.1588

Ais. 4 5 4.3600 0.1588

Ais. 5 5 4.7000 0.1588

Ais. 6 5 4.8000 0.1588

Ais. 7 5 4.7800 0.1588

Ais. 8 5 4.9000 0.1588

Ais. 9 5 5.0400 0.1588

Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 12 4.7864 0.39887 1.76 0.0778
Error 57 12.9170 0.22661

Total 69 17.7034

Grand Mean 5.5771 CVv 8.54

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.31 0.2364

O'Brien's Test 1.00 0.4644

Brown and Forsythe Test 0.67 0.7694

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
AISLAMIEN 12.0 3.05 0.0122
Error 21.0
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Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN N Mean SE
Ais. 1 5 5.1400 0.2129
Ais. 10 5 5.4400 0.2129
Ais. 11 5 5.3800 0.2129
Als. 12 5 5.3400 0.2129
Als. 14 10 5.8300 0.1505
Ais. 2 5 5.1000 0.2129
Ais. 3 5 5.7000 0.2129
Ais. 4 5 5.4600 0.2129
Ais. 5 5 5.7600 0.2129
Ais. 6 5 5.6000 0.2129
Ais. 7 5 5.8800 0.2129
Ais. 8 5 5.6800 0.2129
Ais. 9 5 5.9400 0.2129

Completely Randomized AOV for D11

Source DF SS MS
ATISLAMIEN 12 12.2277 1.01898 3.1
Error 57 18.4210 0.32318

Total 69 30.6487

Grand Mean 8.1757 CV 6.95
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0.69 0.7501
O'Brien's Test 0.55 0.8752
Brown and Forsythe Test 0.26 0.9926

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
AISLAMIEN 12.0 3.60 0.0050
Error 20.9

Component of variance for between groups
Effective cell size

AISLAMIEN N Mean SE
Ais. 1 5 7.6200 0.2542
Ais. 10 5 7.9400 0.2542
Ais. 11 5 7.9800 0.2542
Ais. 12 5 7.4200 0.2542
Ais. 14 10 8.2900 0.1798
Ais. 2 5 7.5400 0.2542
Als. 3 5 8.2200 0.2542
Ais. 4 5 8.2200 0.2542
Ais. 5 5 8.4400 0.2542
Ais. © 5 8.3000 0.2542
Ais. 7 5 8.8000 0.2542
Als. 8 5 8.7800 0.2542
Ais. 9 5 8.6200 0.2542
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ANEXO 6: Prueba Tukey del crecimiento del moho (pudricion) de 14 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, por dia

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D7 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 9 5.0400 A

Ais. 8 4.9000 A

Ais. 3 4.8400 A

Ais. 6 4.8000 A

Ais. 14 4.7900 A

Ais. 12 4.7800 A

Ais. 7 4.7800 A

Ais. 1 4.7600 A

Ais. 2 4.7400 A

Ais. 10 4.7200 A

Ais. 5 4.7000 A

Ais. 11 4.6400 A

Ais. 4 4.3600 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1945 TO
0.2245

Critical Q Value 4.886 Critical Value for Comparison 0.6718 TO
0.7757

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 9 5.9400 A

Ais. 7 5.8800 A

Ais. 14 5.8300 A

Ais. 5 5.7600 A

Ais. 3 5.7000 A

Ais. 8 5.6800 A

Ais. © 5.6000 A

Ais. 4 5.4600 A

Ais. 10 5.4400 A

Ais. 11 5.3800 A

Ais. 12 5.3400 A

Ais. 1 5.1400 A

Ais. 2 5.1000 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2607 TO
0.3011

Critical Q Value 4.886 Critical Value for Comparison 0.9008 TO
1.0401

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D11 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 8.8000 A

Ais. 8 8.7800 AB
Ais. 9 8.6200 ABC
Ais. 5 8.4400 ABC
Ais. © 8.3000 ABC
Ais. 14 8.2900 ABC
Ais. 3 8.2200 ABC
Ais. 4 8.2200 ABC
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Ais. 11 7.9800
Ais. 10 7.9400
Ais. 1 7.6200
Ais. 2 7.5400
Ais. 12 7.4200
Alpha
0.3595
Critical Q Value
1.2421

There are 3 groups

ABC
ABC
ABC

0.

(A’ B’

BC
C

05

4.886

Standard Error for Comparison

Critical Value for Comparison

etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
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ANEXO 7: ANVA del porcentaje de germinacion de conidias de 3 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral a las 22 hrs

Completely Randomized AOV for HRS22

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 2 5747.5 2873.76 3.98 0.0473
Error 12 8674.2 722 .85

Total 14 14421.7

Grand Mean 71.184 Cv 37.77

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 7.59 0.0074

O'Brien's Test 5.58 0.0194

Brown and Forsythe Test 4.54 0.0340

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

AISLAMIEN 2.0 8.25 0.0232

Error 5.3

Component of variance for between groups 430.181
Effective cell size 5.0
AISLAMIEN Mean

Ais. 14 65.428

Ais. 7 97.512

Ais. 8 50.612

Observations per Mean 5

Standard Error of a Mean 12.024

Std Error (Diff of 2 Means) 17.004

ANEXO 8: Prueba Tukey del porcentaje de germinacion de conidias de 3 aislamientos

de Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, a las 22 hrs

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HRS22 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 97.512 A
Ais. 14 65.428 AB
Ais. 8 50.612 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 17.004
Critical Q Value 3.783 Critical Value for Comparison 45.489

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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ANEXO 9: ANVA del porcentaje de germinacion de conidias de 3 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, a las 48 hrs

Completely Randomized AOV for HRS48

Source DF SS MS F P
AISLAMIEN 2 4082.4 2041.21 3.13 0.0804
Error 12 7819.1 651.59

Total 14 11901.5

Grand Mean 79.632 Cv 32.06

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 11.06 0.0019
O'Brien's Test 8.13 0.0059

Brown and Forsythe Test 4.49 0.0350

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

AISLAMIEN 2.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 277.925
Effective cell size 5.0
AISLAMIEN Mean

Ais. 14 79.30

Ais. 7 100.00

Ais. 8 59.59

Observations per Mean 5

Standard Error of a Mean 11.416

Std Error (Diff of 2 Means) 16.144

ANEXO 10: Prueba Tukey del porcentaje de germinacion de 3 aislamientos de

Penicillium digitatum aislado de frutos, procedente de Huaral, a las 48 hrs

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of HRS48 by AISLAMIEN

AISLAMIEN Mean Homogeneous Groups

Ais. 7 100.00 A
Ais. 14 79.302 A
Ais. 8 59.594 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 16.144
Critical Q Value 3.783 Critical Value for Comparison 43.189

There are no significant pairwise differences among the means.
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ANEXO 11: Anva del crecimiento del diametro del aislamiento mas resistente de

Penicillium digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in vitro

Completely Randomized AOV for D3

Source DF SS MS F P
TRAT 5 26.7658 5.35317 95.52 0.0000
Error 18 1.0087 0.05604

Total 23 27.7746

Grand Mean 1.6458 CVv 14.38

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.89 0.1462
O'Brien's Test 1.21 0.3444

Brown and Forsythe Test 1.16 0.3647

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups 1.32428
Effective cell size 4.0

TRAT Mean
Tl .7250
T2 .3500
T3 .0000
T4 .3625
T5 .7750
T6 0.6625
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1184
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1674

N RO

Completely Randomized AOV for D4

Source DF SS MS F P
TRAT 5 42 .3283 8.46567 112.75 0.0000
Error 18 1.3516 0.07509

Total 23 43.6799

Grand Mean 2.0229 Cv 13.55

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.79 0.1667
O'Brien's Test 1.14 0.3743
Brown and Forsythe Test 1.07 0.4085

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

TRAT 5.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 2.09764
Effective cell size 4.0

TRAT Mean
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T1 3.3125
T2 2.8688
T3 0.0000
T4 1.7063
T5 3.5375
T6 0.7125
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1370
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1938

Completely Randomized AOV for D5

Source DF SS MS F
TRAT 5 69.3485 13.8697 137.27
Error 18 1.8188 0.1010

Total 23 71.1673

Grand Mean 2.4912 Cv 12.76
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.97 0.1321
O'Brien's Test 1.26 0.3227
Brown and Forsythe Test 1.38 0.2780

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 4.2000
T2 3.4813
T3 0.0000
T4 2.0287
T5 4.4875
T6 0.7500
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1589
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2248

Completely Randomized AOV for D6

Source DF SS MS F
TRAT 5 93.3133 18.6627 141.97
Error 18 2.3663 0.1315

Total 23 95.6796

Grand Mean 2.8292 CVv 12.82
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.26 0.0929
O'Brien's Test 1.44 0.2566
Brown and Forsythe Test 2.09 0.1142

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M
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Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 4.9125
T2 3.8750
T3 0.0000
T4 2.2500
T5 5.1500
T6 0.7875
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1813
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2564

Completely Randomized AOV for D7

Source DF SS MS F
TRAT 5 122.409 24.4818 137.08
Error 18 3.215 0.1786

Total 23 125.624

Grand Mean 3.1854 CVv 13.27
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.60 0.0615
O'Brien's Test 1.66 0.1946
Brown and Forsythe Test 2.75 0.0511

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 5.6375
T2 4.2688
T3 0.0000
T4 2.4688
T5 5.8875
T6 0.8500
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.2113
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2988

Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS F
TRAT 5 144.303 28.8607 114.91
Error 18 4.521 0.2512

Total 23 148.824

Grand Mean 3.4340 CV 14.59
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.77 0.0504
O'Brien's Test 1.77 0.1699
Brown and Forsythe Test 3.06 0.0359
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Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 6.1250
T2 4.4788
T3 0.0000
T4 2.6375
T5 6.4375
T6 0.9250
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.2506
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3544

Completely Randomized AOV for D9

Source DF SS MS F
TRAT 5 175.271 35.0542 107.75
Error 18 5.856 0.3253

Total 23 181.127

Grand Mean 3.7042 CV 15.40
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.65 0.0577
O'Brien's Test 1.70 0.1864
Brown and Forsythe Test 2.71 0.0540

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 6.8375
T2 4.6312
T3 0.0000
T4 2.7687
T5 7.0250
T6 0.9625
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.2852
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4033

Completely Randomized AOV for D10

Source DF SS MS F
TRAT 5 206.717 41.3435 99.38
Error 18 7.489 0.4160

Total 23 214.206

Grand Mean 3.9594 CV 16.29
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Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 3.23 0.0296
O'Brien's Test 2.07 0.1171
Brown and Forsythe Test 3.63 0.0191

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 7.3750
T2 4.8438
T3 0.0000
T4 2.9375
T5 7.6375
T6 0.9625
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.3225
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4561

Completely Randomized AOV for D11

Source DF SS MS F
TRAT 5 230.597 46.1194 91.00
Error 18 9.122 0.5068

Total 23 239.720

Grand Mean 4.1542 Cv 17.14
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.90 0.0143
O'Brien's Test 2.49 0.0695
Brown and Forsythe Test 4.53 0.0075

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 5.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 7.8250
T2 5.0000
T3 0.0000
T4 3.1000
T5 8.0250
T6 0.9750
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.3560
Std Error (Diff of 2 Means) 0.5034
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ANEXO 12: Prueba Tukey del Crecimiento del didmetro del aislamiento mas resistente

de Penicillium digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in vitro

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D3 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 2.7750 A

T1 2.7250 A

T2 2.3500 A

T4 1.3625 B

T6 0.6625 C

T3 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1674
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 0.5320
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D4 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 3.5375 A

T1 3.3125 AB

T2 2.8688 B

T4 1.7063 C

T6 0.7125 D

T3 0.0000 E

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1938
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 0.6158
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D5 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 4.4875 A

T1 4.2000 A

T2 3.4813 B

T4 2.0287 C

T6 0.7500 D

T3 0.0000 E

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2248
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 0.7144
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D6 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups
T5 5.1500 A

Tl 4.9125 A

T2 3.8750 B

T4 2.2500 C

T6 0.7875 D

T3 0.0000 D
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2564
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 0.8148
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D7 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 5.8875 A

T1 5.6375 A

T2 4.2688 B

T4 2.4688 C

T6 0.8500 D

T3 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2988
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 0.9498
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 6.4375 A

T1 6.1250 A

T2 4.4788 B

T4 2.6375 C

T6 0.9250 D

T3 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3544
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 1.1263
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D9 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 7.0250 A

T1 6.8375 A

T2 4.6312 B

T4 2.7687 C

T6 0.9625 D

T3 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4033
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 1.2819
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D10 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups
T5 7.6375 A

T1 7.3750 A

T2 4.8438 B

T4 2.9375 C

T6 0.9625 D

T3 0.0000 D
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D11l by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 8.0250 A

T1 7.8250 A

T2 5.0000 B

T4 3.1000 C

T6 0.9750 D

T3 0.0000 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
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ANEXO 13: ANVA del crecimiento del moho (esporulacion) del aislamiento mas

resistente de Penicillium digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in

Vivo

Completely Randomized AOV for D6

Source DF SS MS F
TRAT 4 0.69200 0.17300 2.28
Error 15 1.13750 0.07583

Total 19 1.82950

Grand Mean 1.2550 CV 21.94
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.76 0.0669
O'Brien's Test 1.77 0.1884
Brown and Forsythe Test 2.69 0.0719
Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

TRAT 4.0 2.80 0.1105

Error 7.1

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean

T1 1.3250

T2 0.9000

T3 1.3000

T4 1.3000

T5 1.4500

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1377

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1947
Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS F
TRAT 4 2.17940 0.54485 8.85
Error 15 0.92380 0.06159

Total 19 3.10320

Grand Mean 2.2400 Cv 11.08
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.80 0.0639
O'Brien's Test 1.79 0.1825
Brown and Forsythe Test 2.47 0.0898

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 2.16 0.1749
Error 7.1

Component of variance for between groups

Effective cell size
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TRAT Mean
T1 2.4200
T2 1.5800
T3 2.3950
T4 2.4000
T5 2.4050
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1241
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1755

Completely Randomized AOV for D10

Source DF SS MS F
TRAT 4 6.68128 1.67032 22.81
Error 15 1.09830 0.07322

Total 19 7.77958

Grand Mean 4.3290 CV 6.25
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.51 0.2481
O'Brien's Test 0.97 0.4531
Brown and Forsythe Test 0.66 0.6323

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 12.72 0.0021
Error 7.4

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 4.9000
T2 3.2500
T3 4.6500
T4 4.5950
T5 4.2500
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1353
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1913

Completely Randomized AOV for D13

Source DF SS MS F
TRAT 4 9.7645 2.44113 71.60
Error 15 0.5114 0.03409

Total 19 10.2759

Grand Mean 5.2980 CV 3.49
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.01 0.1442
O'Brien's Test 1.29 0.3185
Brown and Forsythe Test 0.86 0.5088

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 20.44 0.0009
Error 6.4
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Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 5.7150
T2 3.9050
T3 5.6000
T4 5.5700
T5 5.7000
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.0923
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1306

Completely Randomized AOV for D15

Source DF SS MS F
TRAT 4 12.0569 3.01423 54 .43
Error 15 0.83006 0.05537

Total 19 12.8875

Grand Mean 6.2120 Cv 3.79
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.28 0.1087
O'Brien's Test 1.46 0.2634
Brown and Forsythe Test 1.23 0.3402

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 11.65 0.0040
Error 6.6

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
Tl 6.6300
T2 4.6600
T3 6.6200
T4 6.5550
T5 6.5950
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1177
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1664
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ANEXO 14: Prueba Tukey del crecimiento del moho (esporulacion) del aislamiento mas

resistente de P. digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in vivo

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D6 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 1.4500 A

T1 1.3250 A

T3 1.3000 A

T4 1.3000 A

T2 0.9000 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1947
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.6014

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

Tl 2.4200 A

T5 2.4050 A

T4 2.4000 A

T3 2.3950 A

T2 1.5800 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1755
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.5419

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D10 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 4.9000 A

T3 4.6500 AB

T4 4.5950 AB

T5 4.2500 B

T2 3.2500 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1913
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.5909
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D13 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

Tl 5.7150 A

TS5 5.7000 A

T3 5.6000 A

T4 5.5700 A

T2 3.9050 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1306
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.4032

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D15 by TRAT
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TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 6.6300 A
T3 6.6200 A
T5 6.5950 A
T4 6.5550 A
T2 4.6600 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1664
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.5139

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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ANEXO 15: ANVA del crecimiento del moho (pudricién) del aislamiento mas resistente

de Penicillium digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in vivo

Completely Randomized AOV for D6

Source DF SS MS F
TRAT 4 3.55300 0.88825 21.66
Error 15 0.61500 0.04100

Total 19 4.16800

Grand Mean 2.1400 CV 9.46
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.20 0.1179
O'Brien's Test 1.41 0.2783
Brown and Forsythe Test 2.10 0.1319

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 7.14 0.0132
Error 6.9

Component of variance for between groups

Effective cell size

TRAT Mean

T1 2.3750

T2 1.3000

T3 2.3250

T4 2.3000

T5 2.4000

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1012

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1432
Completely Randomized AOV for D8

Source DF SS MS F
TRAT 4 2.22668 0.55667 7.44
Error 15 1.12250 0.07483

Total 19 3.34918

Grand Mean 3.2010 CV 8.55
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.48 0.0884
O'Brien's Test 1.59 0.2288
Brown and Forsythe Test 1.51 0.2500
Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

TRAT 4.0 1.90 0.2178

Error 6.8

Component of variance for between groups

Effective cell size
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TRAT Mean

T1 3.4050

T2 2.5350

T3 3.3400

T4 3.3650

T5 3.3600

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1368

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1934
Completely Randomized AOV for D10

Source DF SS MS F
TRAT 4 8.0763 2.01907 14.00
Error 15 2.1633 0.14422

Total 19 10.2396

Grand Mean 5.3210 Cv 7.14
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.13 0.3802
O'Brien's Test 0.72 0.5900
Brown and Forsythe Test 0.51 0.7323
Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

TRAT 4.0 7.33 0.0107

Error 7.4

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean

T1 5.8750

T2 4.1250

T3 5.7000

T4 5.6800

T5 5.2250

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1899

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2685
Completely Randomized AOV for D13

Source DF SS MS F
TRAT 4 10.8078 2.70196 54.88
Error 15 0.7385 0.04923

Total 19 11.5463

Grand Mean 6.2705 CVv 3.54
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.97 0.1504
O'Brien's Test 1.26 0.3275
Brown and Forsythe Test 0.81 0.5399

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
TRAT 4.0 16.82 0.0013
Error 6.7
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Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 6.7300
T2 4.8050
T3 6.6050
T4 6.5525
T5 6.6600
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1109
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1569

Completely Randomized AOV for D15

Source DF SS MS F
TRAT 4 16.1095 4.02737 34.31
Error 15 1.7606 0.11737

Total 19 17.8701

Grand Mean 7.2640 CVv 4.72
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.33 0.1034
O'Brien's Test 1.49 0.25406
Brown and Forsythe Test 1.54 0.2401

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

TRAT 4.0 7.96 0.0126
Error 6.3

Component of variance for between groups
Effective cell size

TRAT Mean
T1 7.7500
T2 5.4700
T3 7.6600
T4 7.7250
T5 7.7150
Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 0.1713
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2423
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ANEXO 16: Prueba Tukey del crecimiento del moho (pudricién) del aislamiento mas

resistente de P. digitatum al Imazalil, procedente de Huaral, en tratamientos in vivo

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D6 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T5 2.4000 A

T1 2.3750 A

T3 2.3250 A

T4 2.3000 A

T2 1.3000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1432
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.4422

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D8 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 3.4050 A

T4 3.3650 A

T5 3.3600 A

T3 3.3400 A

T2 2.5350 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1934
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.5974

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D10 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 5.8750 A

T3 5.7000 A

T4 5.6800 A

T5 5.2250 A

T2 4.1250 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2685
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.8293

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D13 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 6.7300 A

T5 6.6600 A

T3 6.6050 A

T4 6.5525 A

T2 4.8050 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1569
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.4845

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of D15 by TRAT

TRAT Mean Homogeneous Groups

T1 7.7500 A

T4 7.7250 A

T5 7.7150 A

T3 7.6600 A

T2 5.4700 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2423
Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.7482

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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