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RESUMEN

El presente estudio fue conducido en manzanas cv. Fuji para evaluar la efectividad del
sistema de termonebulizaciéon para tratamientos fungicidas en postcosecha, y comparar la
efectividad en el control de B. cinerea del fungicida pyrimethanil aplicado via termonebulizacién
y sistema tradicional “drenching”. Para tal efecto, las manzanas fueron obtenidas desde huertos
comerciales de la zona de Linares, VII Region en donde grupos de 100 fueron inoculados con
una suspension de 10° conidias de B. cinerea por ml y grupos de 100 manzanas sin inocular,
fueron sometidos a los distintos tratamientos fungicidas. Posteriormente la fruta tratada se
almacend a 0°C por tres meses, dejando ademas fruta no inoculada para seis meses en
almacenaje refrigerado. Para el tratamiento de difeniamina (DPA) (90 ppm) (T2) y pyrimethanil
(50 ppm) (T3) via termonebulizador, la fruta se dispuso en bins, localizados dentro de un
camion sellado y refrigerado. Cada tratamiento se aplicé con una maquina termonebulizadora
(XEDA) por 5 minutos y se dejo la fruta en contacto con la niebla por 12 horas. Los tratamientos
fungicidas via “drenching” fueron aplicados en conjunto con DPA a través de un sistema de
ducha con capacidad para un bin de fruta siendo el tiempo de aplicacién de 45 segundos. Los
fungicidas utilizados fueron imazalil (T4), la mezcla de éste con pyrimethanil (T5), tiabendazol
(T6) y pyrimethanil (T8), los cuales fueron aplicados a una concentracién de 500 ppm.
Simulando procedimientos comerciales, se agrego DPA (T7), el cual fue ajustado en la solucién
para drenching con el fungicida a una concentracién de 1300 ppm. Las evaluaciones incluyeron
la incidencia de pudricion y severidad en fruta inoculada. El disefio experimental correspondi6 a
un disefio completamente al azar con ocho tratamientos y tres repeticiones de 100 frutos cada
uno. Los datos recolectados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) y test de
Tukey (p < 0,05), ademas los datos de incidencia fueron sometidos a un andlisis de contrastes
ortogonales. La aplicacién via termonebulizador de pyrimethanil no present6 los resultados
esperados en fruta inoculada, con una incidencia de la mitad de la fruta con pudricién. Sin
embargo, el tratamiento de éste via drenching control6 en forma eficaz siendo incluso
significativamente mejor que el tratamiento comercial de tiabendazol después de tres meses de
almacenaje. En fruta sin inocular no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos con fungicidas, siendo todos igualmente efectivos. El tratamiento con imazalil no
control6 en forma satisfactoria la enfermedad y ademas disminuy6 el nivel de efectividad de
pyrimethanil cuando se aplicaron en forma conjunta. En fruta no inoculada almacenada por seis
meses el fungicida pyrimethanil aplicado via drenching mostré una disminucion en el control de
pudricién gris en comparacién a la aplicacién de tiabendazol via drenching, mostrando ambos
una incidencia significativamente menor al control, que presento mas del 50% de fruta con

pudricion.



ABSTRACT

The effectiveness of a thermofogging system for postharvest fungicides treatments was
evaluated using Fuji apples on the control of grey rot disease (Botrytis cinerea). For this
purpose, groups of 100 fruits were inoculated with a conidia suspension (106 per ml), and along
with groups of no inoculated apples submitted to a drenching and thermofogging treatments.
These were performed as follow: for thermofogging, a sealed and refrigerated truck was filled
with bins of fruit which contained the inoculated and no inoculated fruit and exposed to a DPA
(90 ppm) fogging for 12 h (T2) and after, only the corresponding treatment, for an additionally 12
h of pyrimethanil (50 ppm) (T3). Then, the fogging treated inoculated and no inoculated fruit
were kept at 0°C for three months, and only treated but no inoculated fruit for six months. The
fogging treatments were performed with a thermofogger XEDA and the required concentration
adjusted considering the volume of fruit and the empty space inside the truck. The drenching
treatments, which were: DPA (T7), 1300 ppm; the fungicides imazalil (T4), 500 ppm; imazalil
(500 ppm) + pyrimethanil (500 ppm) (T5); tiabendazol (500 ppm) (T6) and pyrimethanil (500
ppm) (T8), were performed by using a small scale drencher system with one bin of capacity. The
drenching treated inoculated and no inoculated fruit were stored at 0°C for three months and
additionally only treated but no inoculated fruit were kept for six months. Grey rot incidence and
severity were registered after the three and six months of storage. Data were submitted to an
ANOVA and HSD test (p < 0,05), and only incidence data were also analysed through
orthogonal contrasts. After three months, pyrimethanil applied through drenching was highly
effective in reducing grey rot incidence and severity on inoculated apples than the same
fungicide applied through fogging and the fungicide tiabendazol (commercial postharvest
treatment) applied through drenching. However, the last two treatments presented significantly
less rot than the inoculated control. In no inoculated fruit, no differences were detected among
the treatments and the control, being the rot incidence almost nil. But after six months of
storage, TBZ was better than pyrimethanil applied through drenching in no inoculated fruit

,showing both significantly less rot incidence than the control, which presented more than 50%.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades de postcosecha que afectan a las manzanas provocan anualmente
niveles de pérdidas por desecho que superan el 5% por temporada (Pinilla y Alvarez, 2003). Las
pérdidas directas corresponden al desecho de la fruta sin valor comercial y las indirectas a los
aumentos de los costos de comercializacion, debido a la necesidad de volver a embalar, ya sea
en los puertos de salida o en los de destino. La fruta chilena se envia a lugares cada vez mas
distantes, lo que implica prolongar el periodo de almacenaje, factor que contribuye

decisivamente al aumento de las enfermedades (Pinilla y Alvarez, 1998).

Las especies de hongos que causan pudricién tienen un gran poder de adaptacion a las
condiciones adversas, incluso a las bajas temperaturas y a la vida saprofitica. Aunque existen
alrededor de 30 a 40 especies identificadas como fitopatdgenos, en la practica sélo algunos
géneros presentan importancia econémica. Penicilium spp., Botrytis spp., Alternaria spp. y
Rhizopus spp. se caracterizan por colonizar a numerosos sustratos y poseer una extraordinaria
capacidad de fructificacion y multiplicacion produciendo pequefias esporas de facil
diseminacion; esto explica que los frutos sean facilmente contaminados a partir de esporas
producidas en partes enfermas de plantas, centrales de embalaje, cAmaras frigorificas, etc.

(Morales, 1982).

Las posibilidades de control quimico se han ido estrechado debido a factores como las
restricciones de algunos fungicidas en ciertos mercados; la aparicién de razas de algunos
hongos resistentes especialmente a fungicidas especificos y la dificultad de encontrar algun
producto que sea ampliamente aceptado en todas las especies y mercados a los cuales Chile

exporta (Morales, 1982).



Botrytis cinerea (Pers) Fr. es probablemente el hongo que causa mas dafio en la
agricultura, ya que es un hongo oportunista de amplio espectro que no necesita de heridas o
dafios para penetrar los tejidos. Ademas, puede desarrollarse a bajas temperaturas
manifestandose los primeros sintomas después de dos meses de almacenaje en frio (Pinilla y

Alvarez, 1998).

Tiabendazol (TBZ), del grupo quimico de Benzimidazoles, es uno de los fungicidas mas
aceptados en los distintos mercados, especialmente el europeo, y el mas usado en los
tratamientos de postcosecha (Morales, 1988). Sin embargo, su uso prolongado y exclusivo ha
generado razas resistentes de B. cinerea a TBZ (Latorre, 1992). La busqueda de nuevos
tratamientos es muy importante para controlar estas razas resistentes de B. cinerea y contar

con nuevas alternativas de control.

Pyrimethanil es un nuevo compuesto que ha tenido excelentes resultados en el control

de B. cinerea en precosecha (Arancibia, 1997) principalmente en uva de mesa.

Los tratamientos de postcosecha a manzanas en general, se realizan a través de
duchas o inmersion de la fruta con distintos productos quimicos, esto requiere de grandes
volumenes de agua y las soluciones deben ser finalmente desechadas, lo que implica un
problema ambiental importante. Ademds, por la reutilizacion de la preparacion, baja la
concentracién del ingrediente activo convirtiéndose en una fuente de inoculo de la fruta sana y

favoreciendo aun mas el desarrollo de cepas tolerantes o resistentes (Morales, 1982).

Una posibilidad de aplicacion de productos en postcosecha es a través de la
termonebulizacién, lo que permite aplicarlos directamente a la camara frigorifica, utilizando
menor cantidad de éste, sin desechos y permitiendo ademas una reaplicacion (Xeda

international, 2003).



1.1 Hipotesis

e El sistema de termonebulizacién es efectivo para aplicar tratamientos fungicidas en
postcosecha de manzanas.
e El fungicida pyrimethanil es efectivo en el control de B. cinerea en postcosecha de

manzanas.

1.2 Objetivos

Sobre la base de lo anterior, los objetivos de este estudio fueron:
e Evaluar la efectividad del sistema de termonebulizacién para tratamientos de fungicidas en
postcosecha.
e Comparar la efectividad en el control de B. cinerea en manzana cv. Fuji del fungicida
pyrimethanil aplicado via termonebulizacion y sistema tradicional “drenching”.
e Evaluar la incidencia y severidad de la enfermedad Pudricién Gris (B. cinerea), en

postcosecha de manzana cv. Fuiji.

1.3 Objetivos Especificos

e Comparar la efectividad de las técnicas de aplicacion de termonebulizacién y drenching
para del fungicida pyrimethanil en el control de pudricion gris.

e Comparar la efectividad en el control de pudricion gris de los funguicidas pyrimethanil e
imazalil aplicados via drenching.

e Comparar la efectividad en el control de pudricion gris de los funguicidas pyrimethanil vy

tiabendazol aplicados via drenching.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Descripcion de la enfermedad de postcosecha Pudricién Gris

Esta enfermedad es causada por el hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea, el cual origina
una pudricion blanda y acuosa que bajo condiciones hiumedas produce abundante micelio gris y
conidioforos largos y ramificados, con racimos de conidias ovoide, unicelulares. El hongo libera
facilmente sus conidias cuando el clima es himedo siendo diseminadas por el viento. El hongo
también produce estructuras de sobrevivencia o esclerocios, los cuales son irregulares, planos,
duros y de color negro. Estos ademas, pueden desarrollarse en restos vegetales (plantas,

frutas, etc.) en proceso de descomposicién (Agrios, 1996).

La infeccibn por B. cinerea puede producirse en el huerto durante el periodo de
floracion (septiembre), favorecida por el nivel de humedad ambiental de la estacion. El hongo
permanece latente en restos florales adheridos a los frutos, activandose durante el almacenaje
y mostrando los primeros sintomas, generalmente a partir de los dos meses de almacenaje en
frio (botritis calicinal). Los sintomas consisten en una pudriciébn que se inicia en el extremo
calicinal y avanza hacia el interior del fruto provocando en la pulpa una pudricién de color

marrén (Pinilla et al, 1998).

En almacenaje, la fruta afectada con botritis calicinal es el foco inicial de infeccién para
las frutas adyacentes, o puede contaminar el agua empleada para el vaciamiento de la fruta, en
el “hydrocooling” o durante los tratamientos de “drenching” (Latorre, 1992). En la pudricion gris
la infeccion se provoca después de la cosecha y el hongo penetra por heridas presentes en la

epidermis de los frutos o por el simple contacto del micelio (Pinilla y Alvarez, 1998).



2.2 Programas de control de Pudricion Gris en postcosecha

En general, para reducir las pudriciones en postcosecha, se deben tomar medidas
preventivas desde el campo. Estas consisten en controles preventivos y oportunos en floracion;
cosecha y transporte cuidadoso para evitar heridas; cosechar la fruta con pedunculo; utilizar
capachos y bins higienizados. La planta procesadora debe estar limpia y libre de residuos,
higienizar periédicamente las camaras frigorificas, reciclar el agua de lavado, emplear los
fungicidas en sus dosis adecuadas y realizar monitoreos permanentes destinados a establecer

la presencia de razas de hongos resistentes a los productos utilizados (Pinilla y Alvarez, 1998).

El tratamiento tradicional es mediante bafos, duchas o inmersién de la fruta donde se
pueden combinar fungicida con sustancias quimicas que previenen algunos desordenes

fisioldgicos como el escaldado (Morales, 1982).

2.2.1 Caracteristicas del sistema tradicional (drenching)

El sistema de aplicacibn mas empleado en la actualidad es el “drivethrough drench
system” o “Sistema de ducha con fruta en movimiento”. En éste, la fruta en bins es transportada
en un camion bajo una ducha o cascada fija de solucidn, la cual cae libremente y por gravedad
sobre toda la fruta del camién. Este sistema permite manejar grandes volimenes de fruta

(PACE, 2000).

La solucién debe ser mezclada completamente para conseguir concentraciones
homogéneas en el estanque y en la superficie de la fruta. El sistema mas efectivo es la
recirculacién de la solucién al mismo estanque, donde la bomba debe aspirar el producto desde
el fondo de éste (PACE, 2000). La recirculacion permite una buena homogeneidad de la
solucidén, pero debe ser constantemente monitoreada para confirmar si las concentraciones son

las adecuadas.



La principal desventaja de este sistema es la posibilidad de presencia de razas de
hongos resistentes al producto empleado, los que podrian contaminar un gran numero de fruta
por la reutilizacién de la solucién. Otra desventaja es la gran cantidad de solucién que se
requiere para lograr un buen mojamiento de la fruta. Ademas, se deben considerar para mejorar
su eficiencia los siguientes factores:

e Concentracion de la preparacion.

e Tiempo de exposicion de la fruta (velocidad de la fruta a través de la cual pasa por el
sistema).

¢ Cantidad de preparacion entregada por minuto de exposicion.

e El nimero de bins tratado por mezcla fresca.

e Limpieza de la preparacion en el sistema (PACE, 2000).

Adicionalmente como por lo general se aplica una mezcla de compuestos quimicos hay
gue considerar las incompatibilidades y los efectos sinérgicos de éstos (Morales, 1988). Otro
punto importante es el desecho de las preparaciones que pueden implicar problemas medio

ambientales por su eliminacién.

2.3 Termonebulizador

La termonebulizaciéon es un proceso que convierte un producto quimico liquido en una
niebla fina, que se aplica directamente a la fruta en almacenaje. Esta técnica ha sido usada
comercialmente para tratamientos de postcosecha en Europa para la aplicacion de

antioxidantes, fungicidas y agentes esterilizantes (Hurndall et al, 1994).



2.3.1 Usos del termonebulizador

Esta técnica esta siendo usada por Tricancontrol S.L. para el control de insectos en
Zzonas muy extensas o cuando se necesite de un poder de penetracion maximo (Tricancontrol,
2003). Citrosol S.A. lo utiliza para tratamientos de frutas y hortalizas directamente en la cAmara

frigorifica y para la desinfeccién de centros hortofruticolas (Citrosol, 2003).

Xeda International S.A. lo emplea en la desinfeccion de superficies de almacenaje con
productos como TBZ e Imazalil para controlar Aspergillus spp. y Trichoderma spp. entre otros.
Estos estudios se han llevado acabo en Francia (CRCDG, 2003). Xeda ademas lo utiliza en

tratamientos de postcosecha antiescaldante y fungicida (Xeda international, 2003).

Otros antecedentes existentes son las de Combrink (1994), que logré un adecuado
control del escaldado, en manzanas cv. Granny Smith a través de aplicaciones via
termonebulizacién de difenilamina (DPA). Ademas en Sud Africa se han realizado ensayos, que
han demostrado que la técnica de termonebulizaciéon es comercialmente aceptable; durante los
afios 1992 y 1993 practicamente ninguna manzana tratada via termonebulizacién con DPA
desarroll6 escaldado y la fruta estaba generalmente en excelentes condiciones (Hurndall et al,

1994).

2.3.2 Caracteristicas del termonebulizador

El termonebulizador permite proyectar los productos, usando formulaciones liquidas
especificas, en la atmosfera en forma de niebla estable, muy fina integradas por gotitas de
diametro menor a un micrén (CRCDG, 2003). La niebla se produce por la combinacion de una

fuerte corriente de aire y alta temperatura (Xeda international, 2003).



El termonebulizador calienta la formulacion a 170°C y después lo inyecta al paso del
aire, crea el efecto atomizador deseado. Esta niebla se mueve alrededor de la fruta,

depositando los ingredientes activos en la superficie de la fruta (Hurndall et al, 1994).

Las ventajas del tratamiento por termonebulizacién son:

e Posibilidad de repetir el tratamiento sin sacar la fruta de la caAmara frigorifica.

¢ Alta homogeneidad en la penetracion, con la posibilidad de reducir los residuos con el
mismo nivel de eficacia.

e Eliminacién del peligro de contaminacion y depuracién de las aguas.

e Eliminacién del riesgo de incompatibilidades entre dos o mas compuestos (Xeda
international, 2003).

e Se pueden tratar grandes volimenes de fruta, alrededor de 150 toneladas por hora

(Hurndall et al, 1994).

Algunas de las desventajas son el costo del tratamiento, la quemadura quimica de la
fruta expuesta y la distribucién desigual del producto quimico por el apilado (Hurndall et al,

1994).

2.4 Fungicidas

Actualmente, existe un cambio profundo en el tipo de exigencias en los productos
fitosanitarios, priorizandose aspectos como toxicologia, impacto ambiental y selectividad. En un
comienzo, los productos poseian una estructura quimica simple y actividad biolégica de amplio
espectro; mientras que actualmente los ingredientes activos son de estructuras quimicas

complejas, teniendo una actividad bioldgica especifica (Nitsche, 1998).



2.4.1 Tiabendazol

Es un fungicida sistémico de amplio espectro, efectivo para una gran variedad de
hongos. Perteneciente al grupo quimico de los Benzimidazoles se usa en manzanas y peras, en

postcosecha antes del empaque, con dosis entre 120 — 200 cc/100 L de agua (AFIPA, 1998).

El modo de accion de este compuesto es a través de la formaciéon de un complejo
carbendazima, con la tubulina, que es una proteina estructural de los microtubulos que forman
las fibras del huso mit6ético. En consecuencia, este producto bloquea la mitosis, pero
Unicamente muestra afinidad por la tubulina de organismos fungosos. Ademas, se ha
comprobado que las especies de hongos resistentes a los productos benzimidazdlicos muestran
una menor afinidad o ligamiento, debido a pequefas diferencias estructurales de las
subunidades proteicas de la tubulina. Debido a la especificidad del sitio de accion, estos

fungicidas se consideran sitio-especificos (Latorre, 1989).

Debido a que los benzimidazoles han generado razas resistentes de B. cinerea, se
deben usar mezclas de fungicidas u otros productos quimicos, para controlar estas razas. El
tratamiento con difeniamina (DPA), empleado para reducir escaldado y las aplicaciones de

cloruro de calcio reducen la incidencia de pudricion gris (Latorre, 1992).

2.4.2 Imazalil

Este fungicida es del grupo quimico de imidazoles, perteneciente a los fungicidas
inhibidores de la biosintesis del ergosterol (IBE). Imazalil se ha desarrollado para el control de
enfermedades de postcosecha en citricos, pomaceas y frutales de carozo, principalmente de
Penicilium spp., en especial cuando existen problemas de tolerancia del patégeno a fungicidas

benzimidazélicos (Latorre, 1989).



Su modo de accion es por contacto, actuando en uno o dos de tres sitios especificos en
el proceso de sintesis del ergosterol. Por este motivo se considera un fungicida sitio-especifico

Yy en consecuencia existe un riego potencial de desarrollo de resistencia (Latorre, 1989).

La dosis recomendada es de 75 cc/100 L agua, en sistema de ducha durante 25 a 30

segundos (AFIPA, 1998).

2.4.3 Pyrimethanil

Es un nuevo compuesto de la familia de las anilino-pirimidinas, con excelentes
propiedades fungicidas. Tiene un nuevo modo de accién, que impide la secrecién de enzimas
del hongo, y bloguea la asimilacion de nutrientes, deteniendo por lo tanto, el tubo germinativo y
el crecimiento celular, siendo destruida la célula. La inhibicion de la actividad enziméatica ha sido

puesta en evidencia sobre poligalacturosas, celulasas y proteinasas (Arancibia, 1997).

Pyrimethanil no es mutagénico, ni carcinogénico y no presenta efecto negativo sobre la
reproduccién. Es rapidamente absorbido, metabolizado, excretado y sin evidencia de
acumulacion. Presenta baja toxicidad para mamiferos, aves y abejas; lombrices y organismos
acuaticos, y no produce efectos inhibitorios sobre la respiracién y nitrificacion del suelo. El
producto es moderadamente adsorbido en el suelo y, dada su rapida degradacion microbiana,
su potencial de lixiviacién es bajo. Por lo anterior, no se espera acumulacién en el suelo ni

contaminacién de aguas subterraneas cuando se usa de forma adecuada (Arnacibia, 1997).

Pyrimethanil es ligeramente toxico (Grupo IV), LDs, dermal en ratas de 4.000 mg/Kg,
oral de 5.000 mg/Kg, no es irritante via dermal u ocular y no produce ninguna reaccién de

sensibilidad cutdnea (Arancibia, 1997; AFIPA, 1998).



Es compatible con la mayoria de los productos fitosanitarios comerciales actuales, a

excepcion de suspensiones de Wuxal o productos que contengan aluminio (AFIPA, 1998).

2.5 Manzana cv. Fuji

Este cultivar es un cruce entre Ralls Janet y Delicious hecho en Japén por H. Nitsu en
la Estacion Experimental de Tohoku. El fruto es de color anaranjado, pudiendo ser rayado o liso
segun del tipo de Fuji. La forma del fruto es cilindrica y algo achatada; la pulpa es blanco

verdosa, fina, jugosa, muy dulce, poco &cida y poco perfumada (Baeza y Konig, 1989).

La madurez de cosecha es tardia, ocurriendo para Chile entre fines de marzo y primera
quincena de abril (Baeza y Konig, 1989). Uno de los indices de cosecha empleados
corresponde al cambio de color de fondo de verde claro a blanco. Debe ser cosechada antes de

la completa degradacién del almidén (Mitcham et al, 2000).

La conservacion en frio de esta variedad es excelente, pudiendo almacenarse ocho a
nueve meses sin problemas (Baeza y Konig, 1989). La temperatura y humedad éptima de
almacenamiento son entre 0 — 1 °C y 90 — 95 % respectivamente. Su tasa de respiracion es de

4 a 6 mL CO,/Kg h a 0°C (Mitcham et al, 2000).

Las manzanas cv. Fuji son ligera a moderadamente susceptibles a escaldado, por lo
que son necesarios aplicaciones de DPA para almacenamiento por mas de dos meses. Se ha
observado un pequefo porcentaje de bitter pit, lo que se controla con aplicaciones de calcio en
pre y postcosecha. Ademas, es susceptible a partidura de la piel (skin cracking o checking), la

cual es incrementada con una cosecha tardia (Mitcham et al, 2000).

Finalmente, la variedad Fuji es susceptible a coraz6n mohoso debido a su cavidad

calicinal abierta como su progenitora Red Delicious (Mitcham et al, 2000).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen de la fruta utilizada en el ensayo

Manzanas cv. Fuji fueron obtenidas desde huertos comerciales de la zona de Linares,
VIl Regién (Latitud Sur 35° 457/36° 00’y Longitud Oeste 71° 307/71° 457). La fruta recibida
presentaba serias deficiencias en cuanto a homogeneidad en tamafio, color y grado de
madurez. Sin embargo, se seleccionaron las mas homogéneas del lote recibido para la

realizacion de los ensayos.

3.2 Inoculacién

El in6culo utilizado provino de manzanas con sintomas de pudricién gris. Para el
aislamiento de B. cinerea, se extrajeron trocitos de tejido desde el frente de avance de la
pudricién, los cuales fueron colocados en una placa petri con agar papa dextrosa (APD) en
condiciones Optimas de temperatura y humedad. De este cultivo se extrajeron desde el frente
de avance, trocitos de micelio los que fueron sembrados en otra placa para obtener un cultivo
puro. De este Ultimo se volvid a extraer trozos, nuevamente del frente de avance, los que fueron
colocados sobre pedazos de durazno en conserva y en este sustrato el hongo se dejé
esporular. Las conidias fueron colectadas después de 6 dias a 20 °C y suspendidas en agua
destilada estéril. La concentracion del inoculo fue ajustada a través de un hemacitometro para

asegurar una concentracion de 10° conidias de B. cinerea por ml.

Grupos de 100 manzanas fueron inoculados realizando una incisién superficial en la
zona ecuatorial, previa desinfeccion superficial de la piel con etanol 70%, mediante agujas
esterilizadas, las que eran embebidas en la suspensién de conidias. Una vez realizada la

inoculacion se dejaron 20 frutos a temperatura ambiental para comprobar que la infeccion fuera



exitosa y desde las nuevas pudriciones se sembraron trocitos de tejido infectado en medio APD.
Después de tres dias a 20 °C se observo el crecimiento de B. cinerea, comprobandose que la

inoculacion y el procedimiento empleado fue el correcto.

Los grupos de fruta, tanto inoculadas como sin inocular, claramente rotulados y
contenidos en mallas de plastico, fueron sometidos a los distintos tratamientos fungicidas.
Posteriormente la fruta tratada se almacend a 0°C por tres meses, dejando ademas fruta no

inoculada, pero también tratada, por seis meses en almacenaje refrigerado.

3.3 Aplicaciones de fungicidas

3.3.1 Aplicaciones via “drenching”

Los tratamientos de fungicidas via “drenching” fueron aplicados en conjunto con DPA,
para tal efecto se construy6 un sistema de ducha con bomba y rejilla, con capacidad para un bin
de fruta. El tiempo de aplicacién fue de 45 segundos, lo que aseguré un completo mojado de la
fruta a evaluar. Los fungicidas utilizados fueron TBZ, pyrimethanil e imazalil, los cuales fueron

aplicados via agua a una concentraciéon de 500 ppm.

Simulando procedimientos comerciales, se utiliz6 el antiescaldante DPA, el cual fue
ajustado en la solucion para drenching con el fungicida a tratar a través de titulacién. De esta

forma la concentracién de DPA aplicada fue de alrededor de 1300 ppm.



3.3.2 Aplicaciones via termonebulizacion

Para el tratamiento fungicida y de DPA via termonebulizador, la fruta se dispuso en
bins, localizados dentro de un camién sellado y refrigerado. Cada tratamiento se aplicé con una

maquina termonebulizadora (XEDA).

El camién utilizado tenia una capacidad total de 40 bins (aproximadamente 16 ton),
ocupandose para el ensayo 12 bins (aproximadamente 4,8 ton). Con esta informacién se
calculd la dosis, la cual esta en relacion con las toneladas de fruta y el espacio vacio presente,
necesario para la circulacion y distribucién del producto. De esta forma las dosis de fungicida y
de DPA fueron 50 y 90 g/ton respectivamente. La aplicacién via termonebulizaciéon duré
aproximadamente 5 minutos y luego se dejo la fruta en contacto con la niebla por 12 horas. Se
realizé primero la aplicacion de DPA vy al dia siguiente, luego de ventilar el interior del camion,

se efectud la aplicacion de pyrimethanil.

Para la aplicacién via termonebulizacién, los productos quimicos se mezclaron con
propilenglycol, el cual es un compuesto oleoso neutro que sirve como acarreador, y que

ademas es utilizado para la limpieza de la méaquina.

En el Cuadro 3.1 se presentan los tratamientos evaluados tanto para aplicaciones via

drenching como de termonebulizacion.



Cuadro 3.1 Tratamientos utilizados para comparar la efectividad de fungicidas aplicados via
termonebulizacién y via drenching en manzanas Fuji inoculadas y no inoculadas con B. cinerea.

Tratamiento la* (ppm) Inoc. Sin inoc.

3m 3m 6 m

T1:Testigo - v v v

T2: Termonebulizador DPA 15% 90 v v v

T3: Termonebulizador DPA 15% + |90 + v v v

Pyrimethanil 16% 50

T4: Drenching DPA + 1300 + v v )

Imazalil 75 SG 500

T5: Drenching DPA + 1223 +

Imazalil 75 SG + 500 + 4 v -

Pyrimethanil 40 WV 500

T6: Drenching DPA + 1223 + v v v

TBZ (tecto 50%) 500

T7: Drenching DPA 1317 v v v

T8: Drenching DPA + 1223 + v v v

Pyrimethanil 40 WV 500

* Ingrediente activo

3.4 Evaluacioén

Las evaluaciones, las cuales se iniciaron luego de tres meses de almacenaje,
incluyeron la incidencia de pudricién expresada como el nimero de lesiones resultantes en
relacién al niUmero total de inoculaciones realizadas; y su severidad, expresada como grado de
avance de la pudricion en el fruto de acuerdo a una escala arbitraria de 5 niveles: 1: lesion
incipiente; 2: lesion leve; 3: lesibn moderada; 4: lesion prominente y 5: lesién severa (Anexo 1).
Las mediciones se realizaron después de tres meses de almacenaje y una semana después a

temperatura ambiente; y a los 6 meses de almacenaje y una semana a temperatura ambiente.

Adicionalmente, y luego de cada tratamiento, 6 manzanas fueron colectadas desde las
mallas al azar, depositadas en bolsas plasticas rotuladas y enviadas a un laboratorio de analisis

de residuos.



3.5 Disefio experimental vy andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado, correspondié a un disefio completamente al azar con
ocho tratamientos y tres repeticiones de 100 frutos cada uno. De esta forma se constituyeron
tres sub-ensayos: 1) almacenaje por tres meses, fruta inoculada; 2) almacenaje por tres meses,

fruta sin inocular y 3) almacenaje por seis meses, fruta sin inocular.

Los datos recolectados fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANDEVA)
empleando el programa Statgraphics Plus, previa transformacion de aquellos en porcentaje a
valores angulares (arsen (%)”2) para asegurar los supuestos de homogeneidad de las
varianzas. Para las variables que mostraron diferencia significativa se realizé una separacion de
medias utilizando el test de Tukey (p < 0,05). Ademas, los datos de incidencia fueron sometidos
a un analisis de contraste ortogonales, de manera de dar respuesta a los objetivos de interés

planteados en la investigacion.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis de residuos

En la fruta expuesta a los distintos tratamientos, se realizé un analisis de residuos
inmediatamente después de la aplicaciéon de los productos quimicos. Los resultados de estos

analisis se muestran en el cuadro 4.1

Cuadro 4.1 Andlisis de residuos en la fruta, después de la aplicacién de los tratamientos.

Tratamiento Analisis de residuos (ppm)’

DPA Imazalil Pyrimethanil TBZ
T1:Testigo - - - -
T2: Termonebulizador DPA 15% 1,58 - - -
T3: Termonebulizador DPA 15% +
Pyrimethanil 16%

T4: Drenching DPA +

Imazalil 75 SG

T5: Drenching DPA +

Imazalil 75 SG + - 1,0 0,85 -
Pyrimethanil 40 WV
T6: Drenching DPA +
TBZ (tecto 50%)

T7: Drenching DPA 5,02
T8: Drenching DPA +
Pyrimethanil 40 WV

’: promedio de dos repeticiones

- - 0,67 -

- 0,82 - -

3,51 - - 0.64

4,53 - 1,65 -

Los residuos en la fruta con tratamientos aplicados via drenching son mayores que los
aplicados via termonebulizacién, siendo para DPA 3 veces y para pyrimethanil de 2,5 veces. En
el caso de la aplicacion conjunta de imazalil y pyrimethanil, este Ultimo presenta un nivel de
residuos mas bajos a pesar de que se aplico la misma concentracién que en los tratamientos de

cada uno por separado (Cuadro 4.1).



Los limites maximos de residuos (LMR) permitidos para TBZ son de 10 ppm y 5 ppm en
EEUU y UE respectivamente para postcosecha (Agenda de Pesticidas, 2003), aunque se
espera un buen control con niveles de residuos entre 0,2 a 0,9 ppm (Morales, 1989). Los
residuos obtenidos en el ensayo (0,64 ppm) se encuentran dentro de estos niveles (Cuadro
4.1). Es importante recalcar que éste es el Unico producto permitido para tratamientos
fungicidas en manzanas. Para USA se cancelara en los proximos cuatro afios el uso del
fungicida benomyl (lo que podria involucrar a sus congéneres), por lo cual es conveniente

buscar nuevas alternativas para pre y postcosecha (Agenda de Pesticidas, 2003).

Para imazalil solo existen registros en citricos, siendo para naranja de 5 ppm en
poscosecha para EEUU y de 2 ppm con 15 dias de carencia (DC) para UE (Agenda de

Pesticidas, 2003).

El fungicida pyrimethanil no tiene registro para EEUU, pero para Canada el LMR es de
0,1 ppm con 75 DC. La UE no tiene registro para este producto, aunque algunos paises si lo
tiene. Por ejemplo Alemania, es uno de los paises con menos exigencias, con un LMR de 2
ppm y 7 DC (Agenda de Pesticidas, 2003). Los residuos obtenidos en este ensayo fueron de
0,67 y 1,65 ppm para las aplicaciones via termonebulizacion y drenching respectivamente en el
momento de la aplicacion (Cuadro 4.1). No se tiene conocimiento del comportamiento del
producto durante el almacenaje y los niveles de residuos con que llegarian a los mercados de

destino.

4.2 Evaluacion de laincidencia de pudricidn gris en los tratamientos

El ANDEVA realizado entre los tratamientos practicados arrojé un resultado altamente
significativo (p < 0,001) para fruta inoculada y almacenada por tres meses a 0°C. Es asi como
el testigo alcanz6 una incidencia de pudricion de 85%, el cual fue significativamente superior al

obtenido en todos los demas tratamientos y que demuestra la efectividad de la inoculacion



(Cuadro 4.2). Por el contrario, el tratamiento que consideré la aplicacién via drenching del
fungicida pyrimethanil (T8), fue el que logré una incidencia significativamente menor de lesiones
(13,7%) en comparacién a los demas tratamientos, dentro de los cuales se incluyen el
tratamiento estandar practicado a nivel comercial con TBZ (T6) aplicado por esta via (35,5%) y

al mismo fungicida pyrimethanil aplicado con termonebulizador (T3)(56,4%) (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Incidencia (%) de pudricién gris en manzanos cv. Fuji inoculadas con B. cinerea y
sin inocular después de tres meses de almacenaje, y no inoculada después de seis meses de
almacenaje, las cuales fueron sometidas a los diferentes tratamientos fungicidas via
termonebulizador y via drenching

Incidencia (%)

Tratamiento Inoc. Sin inoc.
3m 3m 6m
T1:Testigo 85,2e 124 b 55,5 bc
T2: Termonebulizador DPA 15% 71,8 de 115b 62,2 ¢
T3: Termonebulizador DPA 15% +
. . 56,4 cd 4.6 a 47b
Pyrimethanil 16%
T4: Drenching DPA + Imazalil 75 SG 60,1 cd 6,7 ab -
T5: Drenching DPA + Imazalil 75 SG +
. . 50,8 bc 23a -
Pyrimethanil 40 WV
T6: Drenching DPA + TBZ (tecto 50%) 355b 48a 39a
T7: Drenching DPA 345b 12,7b 63,3 ¢C
T8: Drenching DPA + Pyrimethanil 40 WV 13,7 a la 125a
Significancia ** *x **
Contrastes Ortogonales
T1lvs T2-T8 i b o
T3vs T8 o NS i
T2-T3vs T7-T8 i NS o
T4vs T5 NS NS -
T6vs T8 o NS *
T6 vs T4 b NS -
T5vs T8 b NS -

Cifras seguidas por las mismas letras no difieren estadisticamente. Tukey (p < 0,05)
**: altamente significativo (p < 0.01)

*: significativo (p < 0.05)

ns: no significativo



El analisis de contrastes ortogonales nos indica que seria significativamente mas
efectivo aplicar pyrimethanil via drenching que a través del termonebulizador y también que esa
aplicacion es mas efectiva en reducir la incidencia de pudricién que su mezcla con el fungicida
imazalil o en comparacién con el fungicida TBZ. En relacion a este ultimo, los resultados
analizados demuestran que su aplicacion via drenching fue significativamente mas efectiva en
reducir la incidencia de las lesiones en manzana cv. Fuji que utilizando el fungicida imazalil, el

cual no mejoré su efectividad al ser mezclado con el fungicida pyrimethanil (Cuadro 4.2).

En la fruta sin inocular que permanecié tres meses en almacenaje refrigerado, la cual
representaria aquella con el in6culo natural o la fruta en condiciones normales, se puede
observar que no existe diferencia significativa en el nUmero de fruta con pudriciéon entre el
testigo y los tratamientos que incluyeron sélo DPA; sin embargo, existen diferencias con los
tratamientos de drenching TBZ, pyrimethanil, pyrimethanil + imazalil y aplicado via
termonebulizador pyrimethanil (Cuadro 4.2). El andlisis de contrastes ortogonales muestra solo
la existencia de una diferencia significativa entre el testigo y el resto de los tratamientos (Cuadro

4.2).

En la fruta sin inocular con B. cinerea, tratada y almacenada a 0°C por seis meses, el
tratamiento con TBZ muestra una incidencia de 3,9 %, siendo similar a la registrada a los tres
meses. El tratamiento de drenching con pyrimethanil, el cual fue el mejor tratamiento en fruta
almacenada por tres meses, mostré6 un aumento en la fruta afectada (12,5%). El andlisis de
contrastes ortogonales muestra que existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre estos
tratamientos (Cuadro 4.2), siendo TBZ el que muestra un control preventivo mejor para tiempos
de almacenaje méas prolongados. Ademas, el analisis de contrates ortogonales muestra que
para esta fruta, los tratamientos aplicados via drenching son méas efectivos que los aplicados via

termonebulizador (Cuadro 4.2)



4.3 Evaluaciéon de severidad de pudricién gris en los tratamientos

Los resultados del cuadro 4.3 indican que el mejor tratamiento fue la aplicacién via
drenching de pyrimethanil, el cual tuvo la menor incidencia de la enfermedad y sélo presenta
lesiones incipientes (nivel 1). ElI segundo mejor tratamiento es el drenching TBZ, pero éste
muestra un 5% de pudricién severa (nivel 5), lo que podria ser atribuido a una deficiente
distribucion del fungicida en la fruta o a cepas resistentes de B. cinerea. En relacién a este
ultimo punto, existe evidencia de cepas resistentes a benzimidazoles (Latorre,1992),
principalmente por su excesivo uso por ser el Unico producto aceptado para tratamientos de
postcosecha en manzanas (Agenda de Pesticidas, 2003). Con respecto al tratamiento con
pyrimethanil via termonebulizador la mayor parte de las lesiones son incipientes, pero existe un
13,2% con pudricion severa lo que se puede atribuir al bajo nivel de residuos del producto sobre

la fruta (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.3 Porcentaje de cada uno de los niveles de severidad en fruta inoculada con B.
cinerea después de tres meses de almacenaje refrigerado a 0°C y que fueron sometidas a los
diferentes tratamientos

) Severidad (Niveles)
Tratamiento

1 2 3 4 5
T1:Testigo 129a 1,7a 1,4 ab 24c 67,8¢e
T2: Termonebulizador DPA 15% 22, 7ab | 3,5ab 0,7ab | 1,4abc | 43,6d

T3: Termonebulizador DPA 15% +
Pyrimethanil 16%

T4: Drenching DPA + Imazalil 75 SG 30bcd | 10,5¢ 24b 0,3ab | 16,9b
T5: Drenching DPA + Imazalil 75 SG +
Pyrimethanil 40 WV

36cd | 5,1abc 0,4a 1,7bc | 13,2 bc

37,8d 9,4 bc 0,3a 0,3 ab 3ab

T6: Drenching DPA + TBZ (tecto 50%) 28 bcd 24 a Oa Oa 5 abc

T7: Drenching DPA 24 abc | 64abc | 0,3a Oa 3,7ab

T8: Drenching DPA + Pyrimethanil 40 WV 13,7a Oa Oa Oa Oa
Significancia o o * o *

**: altamente significativo (p < 0,01)
Cifras seguidas por las mismas letras no difieren estadisticamente. Tukey (p < 0,05)



En la fruta sin inocular y almacenada por tres y seis meses se pudo observar ademas
de pudricion gris causada por B. cinerea, una baja incidencia de fruta con moho azul causada

por Penicillium expansum.

El fungicida pyrimethanil en ensayos para diversos cultivos, ha mostrado una alta
eficiencia en el control de B. cinerea en precosecha (Arancibia, 1997). Con los resultados de
este ensayo se puede inferir que también es una alternativa para el control de pudricion gris en

postcosecha aplicados via drenching.

Para poder comprobar la efectividad de las aplicaciones via termonebulizador se
deberian realizar estudios en donde se prueben distintas dosificaciones, y de esta forma buscar
la dosis que controla eficazmente la enfermedad, con un minimo de residuos posible, debido a
las exigencias de los mercados, especialmente el europeo. También se deberia controlar de
mejor manera los factores de aplicacion del sistema de termonebulizacion como el sellado del

lugar de aplicacién y el volumen de fruta.

Por Gltimo el tratamiento con drenching DPA, muestra una incidencia estadisticamente
similar al TBZ (Cuadro 4.2). Esto no deberia haber ocurrido ya que este producto es un
antiescaldante, que se utiliza cominmente en conjunto con las aplicaciones para control de
enfermedades. Este fendbmeno probablemente se deba a que la fruta que se utilizé en el ensayo
no poseia la homogeneidad deseable y se desconocia la procedencia de esta y los tratamientos

de precosecha a los que fueron expuestos.



5. CONCLUSIONES

1.- La aplicacion via termonebulizador de pyrimethanil no presentd los resultados esperados,
con una incidencia de la mitad de la fruta con pudricién gris en fruta inoculada. La diferencia de
control entre las formas de aplicacion se puede explicar por las diferencias de residuos en la

fruta que es de 1: 2,5.

2.- El tratamiento de pyrimethanil via drenching controlé en forma eficaz pudricién gris en fruta
inoculada después de tres meses de almacenaje, incluso una semana después de mantener la

fruta a temperatura ambiente.

3.- El fungicida pyrimethanil prevendria méas efectivamente pudricién gris en manzanas cv. Fuji

que TBZ, en fruta inoculada y almacenada por tres meses.

4.- En fruta sin inocular no se observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos con

fungicidas, siendo todos igualmente efectivos.

5.- El tratamiento con imazalil no controlé en forma satisfactoria la enfermedad y ademas bajé
el nivel de efectividad de pyrimethanil cuando se aplicaron en forma conjunta; esto se reflejé en

una disminucién también de los residuos de pyrimethanil sobre el fruto.

6.- En fruta almacenada por seis meses el fungicida pyrimethanil aplicado via drenching,
mostré una disminucidn en el control de pudricién gris, en comparacion a la aplicacion de TBZ

via drenching.
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ANEXO 1

Escala de severidad arbitraria de niveles de desarrollo de la enfermedad pudricion gris

en manzana cv. Fuji en fruta inoculada.

Niveles de severidad:
1.- Lesion incipiente
2.- Lesion leve

3.- Lesi6on moderada

4.- Lesion prominente

5.- Lesién severa
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