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Resumen

El control del moho verde (causado por el hongo Penicillium digitatum) en las plantas de empaque de citricos de Uruguay
se basa principalmente en el uso del fungicida imazalil (IMZ). La aplicacion continuada de este fungicida generd un aumento
en la frecuencia de cepas resistentes y, por tanto, de la dosis del fungicida utilizada. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la residualidad del fungicida IMZ durante el almacenamiento refrigerado de las variedades de naranja (Citrus
sinensis [L.] Osbeck) Washington Navel y Valencia y su relacidn con el control del moho verde. Para ello, frutos de naranja
var. Valencia fueron artificialmente inoculados con los aislamientos de P. digitatum sensible y resistente a IMZ y frutos de
naranja var. Washington Navel solo con el aislamiento resistente. Luego de 18-20 h, los frutos fueron tratados con Imazalil a
500y 1000 mg kg* aplicado en solucion acuosa solo 0 en combinacion con bicarbonato de sodio (BCS) al 3%. Con la
aplicacion de la cera se aplico IMZ a una concentracion de 3000 mg kg'*. Las variables analizadas fueron la incidencia del
moho verde y el nivel de residuo del fungicida imazalil. Las evaluaciones fueron realizadas luego de 12, 19, 26 y 33 dias de
almacenamiento en frio y luego de siete dias de vida comercial. En naranjas de la variedad Washington Navel, el residuo de
IMZ fue menor a 2,0 mg kg en todos los tratamientos, tanto aplicado en solucion a 20 °C 6 50 °C como solo 0 en mezcla con
BCS. La aplicacion de IMZ en la cera determind un nivel de residuos minimo sobre la fruta de 2,48 mg kgy se mantuvo alto
hasta el final del periodo de evaluacion. En la variedad Valencia, los residuos de IMZ fueron menores a 0,70 mg kg™ para dosis
de 1000 mg kg*y se duplicaron con la aplicacion a 50 °C; mientras que los residuos de la aplicacion de IMZ en cera fueron
siempre mayores a 3,0 mg kg. En ninguna de las variedades el aislamiento resistente a IMZ fue controlado, adin con niveles
de residuos de IMZ superiores a 3,0 mg kg™. En cambio el aislamiento sensible fue controlado con un residuo promedio de
IMZ superior a 2,0 mg kg* o cuando el fungicida fue combinado con BCS.
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Summary

Residues in Orange Fruits of Postharvest Application of Imazalil and its
Effect in Green Mold Control

The control of green mold (caused by the fungus Penicillium digitatum) in citrus packinghouses is mainly based on the use
of the fungicide imazalil (IMZ). Continued application of this fungicide caused an increase in the frequency of resistant strains,
and therefore an increase in the dosage of the fungicide used. The objective of this work was to determine the IMZ fungicide
residue during refrigerated storage of varieties of orange (Citrus sinensis [L.] Osbeck) cultivars Washington Navel and
Valencia and its relation with green mold control. Orange fruits var. Valencia were artificially inoculated with both IMZ sensitive
and IMZ resistant P. digitatum isolates while Washington Navel fruit was inoculated only with the resistant isolate. After 18-20
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hours, the fruit was treated with 500 or 1000 mg. g** IMZ, either alone or combined with sodium bicarbonate (SBC) at 3%. The
application of the wax included IMZ at 3000 mg.kg*. The variables analyzed were green mold incidence and IMZ residue on
the fruit. The fruit was evaluated at 12, 19, 26 and 33 days after storage and after seven days of shelf life. For Washington Navel
oranges, residual IMZ was below 2.0 mg kg™ for all treatments, applied in solution at 20 °C or 50 °C, alone or mixed with SBC.
IMZ wax application resulted in a minimum residue level of 2.48 mg kg and remained high until the end of the evaluation period.
For Valencia oranges, residual IMZ was below 0.70 mg kg for a 1000 mg.kg* dosis, and doubled when applied at 50 °C,
whereas residual IMZ in wax application was always higher than 3.0 mg kg™. IMZ resistant isolate was not controlled in any
variety, even with residual IMZ levels above 3.0 mg kg*. Sensitive isolate was effectively controlled, instead, with an average

2.0mgkg* of IMZ residue, or when the fungicide was combined with SBC.
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Introduccion

Una de las principales causas de pérdida de la calidad
de la fruta citrica durante su transporte, almacenamiento y
vida comercial es provocada por hongos del género Peni-
cillium (Plaza et al., 2003). Este patdégeno es capaz de
provocar mas del 90% del total de las pérdidas en postco-
secha si las condiciones climéticas son favorables para su
desarrollo (Eckerty Eaks, 1989). A nivel mundial, el control
de Penicillium spp. se basa principalmente en el uso de
fungicidas de sintesis. Los principios activos mas utilizados
son imazalil (IMZ), procloraz (PRO), orto-fenil fenato de
sodio (SOPP) y tiabendazol (TBZ) (Smilanick et al., 2008).
En ambientes donde se ha hecho un uso continuo de ellos,
se han observado incrementos en las poblaciones del pato-
geno capaces de resistir las dosis comerciales de estos
fungicidas. En California, por ejemplo, la proporcion de ais-
lamientos resistentes a IMZ, SOPP y TBZ, aument6 en
plantas de empaque de un43,1%en 1988 a 74,2% en 1994
(Holmes y Eckert, 1999). En Uruguay, el fungicida TBZ se
utilizé en la década del 70y 80 del siglo pasado y fue susti-
tuido por IMZ debido a la alta incidencia de aislamientos
resistentes que provocaron una pérdida en la efectividad
comercial del producto. En el caso del IMZ, aunque se han
reportado cepas resistentes (Pérez et al., 2011; Lado y
Pérez, 2009; Delgado et al., 1997), sigue siendo una alter-
nativa efectiva a nivel comercial, utilizandose en todas las
plantas de empaque uruguayas que procesan fruta para
exportacion. Sin embargo, para intentar mantener un con-
trol adecuado del patdgeno, las concentraciones de IMZ
utilizadas aumentaron gradualmente de 500 mg kg* a 2500-
3000 mg kg™. Esta situacion es altamente preocupante,
debido a que se ha alcanzado el limite maximo sugerido
para mantener el nivel de residuo del producto en frutos en
cantidades admisibles (5 mg kg?). En este sentido, se han
evaluado diferentes alternativas que permiten potenciar el

control de las cepas resistentes (Lado et al., 2011). Entre
ellas, se encuentra la utilizacion de sales con efecto fungis-
tatico sobre Penicillium spp. El bicarbonato de sodio (BCS)
ha surgido como alternativa para ser aplicado solo 0 en
conjunto con fungicidas (Lado etal., 2011; Smilanick etal.,
2008). Su accion es principalmente fungistatica, enlente-
ciendo el crecimiento del patégeno, afectando la fisiologia
celulary por lo tanto, la germinacion de esporas y la pro-
duccion de enzimas (Obagwu y Korsten, 2003; Smilanick
etal., 2005). Existen trabajos que indican que la aplicacion
de BCS en conjunto con IMZ induce un aumento de los
residuos en frutos con heridas (Dore et al., 2010), sin em-
bargo, se desconoce su efecto sobre el nivel de residuos
de IMZ en naranjas intactas.

El objetivo de este trabajo es investigar el nivel de resi-
duos de IMZ en frutos de naranja en diferentes condiciones
de aplicacion postcosecha y tiempos de almacenamiento
de los frutos, asi como determinar la relacion entre el nivel
de residuos de IMZ y el control del moho verde causado
por la inoculacién con cepas de P. digitatum sensibles y
resistentes a ese fungicida.

Materiales y métodos

Pat6geno y material vegetal

Se utilizaron las cepas S-22 y R-20 del hongo
Penicillium digitatum, caracterizados en trabajos previos
por su resistencia cuantitativa y cualitativa a IMZ (Pérez et
al., 2011) y su alta patogenicidad en Citrus limon var. Lis-
bon, Citrus sinensis var. Spring Navel y tangor Ellendale
(datos no publicados). La cepa S-22 es sensible a 0,1 mg
kg* de IMZ invitro, siendo incapaz de esporular sobre fruta
tratada con 0,5 mg kg de IMZ; la cepa R-22 es resistente
a 3,0 mg kg™ de IMZ in vitro (Pérez et al., 2011). La cepa
S-22 fue aislada a partir de muestras con sintomas prove-
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nientes de un campo en produccion comercial y la cepa R-
20 a partir de frutas de naranja Washington Navel tratadas
con IMZ porinmersiony en la ceray aimacenadas durante
20 dias en una cdmara de frio en una planta de empaque
comercial. Para la inoculacion se utilizaron frutos de naran-
jadulce (Citrus sinensis [L.] Osbeck) var. Valencia y var.
Washington Navel seleccionados por calibre, color y sin
lesiones aparentes.

Inoculacion del patogeno y tratamientos postcosecha

En laboratorio, los frutos de naranja fueron desinfectados
superficialmente mediante inmersion por 60 s en una solu-
cion al 1% de cloro activo (pH 7,0) y enjuagados una vez en
abundante agua destilada. A continuacion permanecieron a
temperatura ambiente durante 6 h para permitir el secado.
Lainoculacion fue realizada utilizando un punzén de 2 mm
de longitud y 1 mm de didmetro, sumergido previamente en
una solucién de 1,0 x 10° esporas.mL? del patdgeno P.
digitatum (Eckert y Brown, 1986). Los frutos de la variedad
Washington Navel fueron inoculados Uinicamente con la cepa
resistente, mientras que los frutos de la variedad Valencia lo
fueron con los aislamientos sensible y resistente. Los frutos
se mantuvieron a temperatura ambiente durante 18-20 h,
realizandose la aplicacion de los distintos tratamientos (Cua-
dro 1) mediante cascada (pasaje de los frutos a través de
una cortina continua de agua que contiene el fungicida en
solucién, en una minilinea experimental). Los frutos destina-
dos a determinacion de residuos no fueron inoculados y
fueron sometidos a los mismos tratamientos que la fruta
inoculada conjuntamente con esta. Los productos utilizados

fueron: IMZ (Fungaflor 75 PS, 75% p.a, Janssen Pharma-
ceutica, Bélgica), BCS (Pharma Chemical, 100% p.a.,
Jiangsu, China) y cera (Fruitgard | 50 - Imazalil o Brillaqua
UED, cera de polietileno + goma laca Brillocera Sudameri-
cana S.A.). Lafrutainoculada fue evaluada en los mismos
momentos en que se enviaron muestras para la determina-
cion de residuos: alos 12, 19, 26 y 33 dias de almacena-
miento a6 + 2 °Cy 80-90% de HR y siete dias de simula-
cion de vida comercial (13 £ 2 °C), registrandose el por-
centaje de incidencia de la enfermedad ([nimero de frutos
con pudricion/total de frutas por repeticion] * 100).

Determinacion de residuos de IMZ en la fruta

Los frutos fueron pesados y pelados, calculandose la
relacion de pesos céscara/fruto entero. Las cascaras fue-
ron trituradas y homogeneizadas en mixer. Posteriormente
se pesaron 2,5 g de muestra en un tubo de centrifuga, se
adicion6 10 mL de acetonitrilo (Carlo Erba Reagents), 8 mL
de agua, 4 g de sulfato de sodio anhidro (J.T. Baker Chemi-
cal) y 1,5 g de cloruro de sodio. La mezcla se agit6 en
vortex (marca Qilinbeier 5) durante 60 segundos y luego se
centrifugé a 3000 rpm por 3 minutos. El sobrenadante se
transfirid a un vial, previa filtracion con membrana de polia-
mida de 0,45 pum de diametro de poro. Una alicuota de
muestra filtrada (20 uL) se inyectd en el cromatdgrafo. El
método de QUEChERS modificado (Anastassiades, 2003;
Lehotay, 2005) fue utilizado para la extraccion. Las determi-
naciones se realizaron mediante cromatografia de liquidos
de alta presion (HPLC). Se emple6 un cromatografo Shi-
madzu Prominence LC-20 dotado de detector de arreglo de

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en naranjas var. Washington Navel y var. Valencia mediante cascada.

Tratamiento pH T (°C) Detalles del tratamiento
Control agua 20 °C 6,38 20,0
Control agua 50 °C 6,38 50,0
Control cera 10,00 22,0
Control BCS 3% 7,80 20,7
BCS 3% + IMZ 500/1000 mg kg 756 199 - Aplicacion de IMZ en solucion acuosa
(Tratamiento A) ) . (formulacion PS) mediante cascada
IMZ1000 mg.kg; agua 20 °C 4,99 20.9 - Pre-secado: horno a 43 °C(10-15 s)
(Tratamiento B) - Encerado: aplicacion de cera mediante
IMZ 1000 mg kg agua 50 °C (Tratamiento C)* 331 50,0 aspersion y secado

- Aplicacién de IMZ junto con la cera

-1

IMZ 300.0 mg kgt en cera 10,5 20,9 (formulacion CE), en la cascada se aplico
(Tratamiento D) agua

Referencias: IMZ= Imazalil; BCS= Bicarbonato de sodio *En las aplicaciones realizadas en naranja Valencia, la concentracién de IMZ aplicada

fue de 1000 mg kg, adicionandose posteriormente cera en los frutos.
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fotodiodos y horno de columna. El sistema cromatogréfico
consisti6 en una columna Phenomenex Luna tipo C18, de
150 x 4,6 mmy relleno de 5 um y fase mévil metanol-agua
empleandose gradiente de elucion. Elflujo del sistema fue
1,0 mL min', latemperatura de horno 40 °C, y el volumen
de inyeccion de 20 uL; y la deteccion se realizé a 202 nm.
Las cifras de mérito obtenidas fueron las siguientes: rango
lineal (0,2-20 mg kg*), precision intermedia s, (%) n= 15
(5,6), porcentaje de recuperacion (100%). Limite de Detec-
cion-LOD (0,06 mg kg?!) y Limite de Cuantificacion-LOQ
(0,20 mg kg™). Luego de las determinaciones analiticas, los
resultados obtenidos de imazalil en cascara fueron corregi-
dos por la relacion de pesos y expresados como contenido
enlafruta.

Disefio experimental y andlisis estadistico

El efecto de los tratamientos en el control del moho verde
fue evaluado a través de laincidencia de la enfermedad. Se
utilizé un disefio experimental completamente al azar con
cuatro repeticiones. La unidad experimental fue constituida
por 20 frutas. Los datos fueron transformados por la funcién
arcoseno raiz de la proporcion para el anlisis de varianza
y posterior comparacion de medias utilizando el test de Tukey
(p<0,05). Los muestreos de frutos para el analisis de resi-
duos se realizaron en forma aleatoriaa los 12, 19, 26y 33
dias de almacenamiento mas la correspondiente simula-
cion de vida comercial durante siete dias. Cada muestreo
consistio en una muestra compuesta por cuatro repeticio-
nes de tres frutas. Se realizé un anélisis de varianza del
nivel de residuos entre tratamientos, realizandose poste-
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riormente la prueba de comparacion de medias utilizando el
test de Tukey (p<0,05).

Resultados

Control del moho verde

Los primeros sintomas de la enfermedad se observa-
ron alos 12 dias de lainoculacion en la variedad Washing-
ton Navel. La incidencia aument6 paulatinamente en cada
fecha de evaluaciony a partir de los 26 dias, se observaron
diferencias significativas entre los controles (frutos tratados
con agua o con cera) y los tratamientos con IMZ 0 BCS
solos 0 en mezcla. Estas diferencias se mantuvieron hasta
los 33 dias pos-inoculacién (Cuadro 2). Laincidencia de la
ceparesistente en frutos de var. Washington Navel no trata-
dos ascendio a un 45-65% al finalizar el almacenamiento
refrigerado, no diferenciandose significativamente del resto
de los tratamientos aplicados (Cuadro 2). Luego de que la
fruta fue retirada de la cdmara de frio y se mantuvo siete dias
atemperatura ambiente, no se observaron diferencias entre los
tratamientos y los controles sin IMZ 0 BCS (Cuadro 2).

En el caso de la variedad Valencia, los primeros sinto-
mas de la enfermedad se observaron a los 19 dias de
conservacion en frio y no se registraron diferencias entre
los controles y los tratamientos con IMZ en los frutos inocu-
lados con la cepa resistente (Cuadro 3). Al finalizar el alma-
cenamiento refrigerado, la incidencia de moho verde en
frutos no tratados inoculados con la cepa resistente fue del
45-48%, siendo reducida a un 20% cuando el IMZ se com-

Cuadro 2. Incidencia (%) de moho verde luego de la inoculacién con aislamiento de P. digitatum resistente (IMZ-R) a
Imazalil en naranja var. Washington Navel luego de 12, 19, 26, 33 diasa6 + 2 °Cy un periodo de vida comercial de siete
diasal3 = 2°C.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Tratamiento 12 19 26 33 33+7
Control agua 20 °C 3,3ab 16,7 ab 33,3b 45,0 abc 60,0ab
Control cera 10,0a 40,0a 56,7 a 65,0a 75,0 a
Control agua 50 °C 50ab 26,7 ab 41,7ab 55,0ab 733a
Control BCS 3% 00b 11,7b 20,0¢c 33,3¢ 46,7 ab
BCS 3% +IMZ 500 mg.kg* (A)  5,0ab 20,0ab 25,0¢ 30,0c 450ab
IMZ 1000 mg kg 20 °C (B) 33ab 15,0ab 30,0bc 40,0 be 55,0ab
IMZ 1000 mg kgt a50 °C (C) 0,0b 11,7b 23,3¢ 333¢ 51,7ab
IMZ 3000 mg kg* (D) 0,0b 13,3b 20,0c 35,0 bc 45,0ab

Medias seguidas de igual letra entre tratamientos no difieren significativamente (Tukey p<0,05). Referencias: IMZ= Imazalil; BCS= Bicarbonato
de sodio.
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Cuadro 3. Incidencia (%) de moho verde después de la inoculacion con aislamientos de P. digitatum sensible (IMZ-S) y
resistente (IMZ-R) a Imazalil en naranja var. Valencia luego de 19, 26, 33 dias a6 + 2 °C y un periodo de vida comercial de
7diasal3+2°C.

Tiempo de almacenamiento (dias)

19 26 33 33+7

Tratamiento IMZ-R  IMZ-S IMZ-R IMZ-S IMZ-R IMZ-S  IMZ-R IMZ-S
Control agua 20 °C 183a 100a 233a 217a 450abc 26,7a 633a 63,3a
Control cera 183a 1,7b 3l7a 33b 483ab  133b  56,7ab  20,0cd
Control agua 50 °C 133a 17b 16,7a 33b 50,0 a 100b  66,7a 38,3b
Control BCS 3% 50a 50ab 6,7a 50ab 233cd  26,7a 300cd 333bc
BCS 3% + IMZ 1000

mg.kg® (A) 50a 17b 117a 1,7b 20,0d 33c  26,7d 33e

IMZ 1000 mgkgt20°C (8) 67a 00b 11,7a 00b  283bcd 150b 333cd  20,0cd
IMZ1000mgkgi50°C(C) 50a 00b 83a 00b  233cd 50c 350cd  133d
IMZ 3000 mg kg (D) 150a  00b 283a 00b  317c  40c  450bc  10,0d

Medias seguidas de igual letra entre tratamientos no difieren significativamente (Tukey p<0,05). Referencias: IMZ= Imazalil; BCS= Bicarhonato
de sodio; R, biotipo resistente; S, biotipo sensible.

hind con BCS al 3% (Cuadro 3). Sin embargo, el control de Residualidad de imazalil en los frutos
la cepa sensible fue mas efectivo, destacando el control
obtenido en los tratamientos que combinan IMZ con agua a
50°C 0 con BCS, asi como en la aplicacion realizada con-
juntamente con la cera (Cuadro 3). Estos tratamientos re-
gistraron una incidencia inferior o igual al 5% (Cuadro 3).
Luego de 33 dias de almacenamiento refrigerado, los frutos
no tratados que habian sido inoculados con la cepa sensi-
ble registraron una incidencia del 27%, aumentando al 63%
luego de siete dias a temperatura ambiente (Cuadro 3).

En ambas variedades de naranja, el nivel de residuos
de IMZ detectado luego de la aplicacién y durante el alma-
cenamiento fue significativamente mayor para el tratamiento
con cera, comprendido entre 2,5y 4,8 mg kg* durante todo
el almacenamiento, coincidiendo con una mayor concentra-
cion del principio activo en este tratamiento (3000 mg kgt). En
los tratamientos realizados con IMZ en solucion acuosa a tem-
peratura ambiente (20 °C), con o sin BCS, el nivel de resi-
duos medido inmediatamente después de la aplicacion fue
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Figura 1. Nivel de residuos de Imazalil en la fruta (mg kg* peso fresco-PF) durante el aimacenamiento (dias) de naranjas var.

Washington Navel y var. Valencia.
Tratamientos: a, Bicarbonato de sodio + IMZ (500 6 1000 mg kg™); b, IMZ 1000 mg kg?; ¢, IMZ 1000 mg kg*a 50°C; d, IMZ 3000 mg kg* con
la cera. Medias seguidas de igual letra entre tratamientos no difieren significativamente (Tukey p<0,05).
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mayor en lavar. Washington Navel (0,89 mg kg™) que enla
var. Valencia (0,60 mg kg?). La aplicacion con agua a 50 °C
provoco una duplicacion en la deposicion de residuos me-
didos inmediatamente después de la aplicacion, aumentan-
doa 18y 15mgKkg?, respectivamente (Figura 1). La
adicion de BCS en la mezcla no modificé el nivel de resi-
duos de IMZ en naranja Valencia. En el caso de Washing-
ton Navel si existi6 un efecto sobre el nivel de residuos,
registrando el tratamiento de BCS y 500 mg kg de IMZ el
mismo nivel de residuos que 1000 mg.kg*en solucién acuo-
sa. Por tanto, el nivel de residuos alcanzado y el efecto del
BCS enlos mismos fue dependiente de la variedad, ya que
existieron diferencias para un mismo tratamiento entre las
dos variedades evaluadas (Figura 1).

En general, la residualidad de imazalil permanecid cons-
tante desde la aplicacion hasta el final del almacenamiento
refrigerado, con excepcion del tratamiento realizado con
cera en Washington Navel, en donde hubo una reduccion
significativa en la var. Washington navel, lo cual no ocurrié
enlavar. Valencia (Figura 1).

Discusién

Conocer el nivel de residuos de fungicidas que los trata-
mientos postcosecha generan sobre los frutos citricos en
las condiciones de aplicacion nacionales es necesario, no
solo por la relevancia que presenta la inocuidad de los ali-
mentos, sino también por laimportancia de la efectividad de
los tratamientos y del manejo del desarrollo de resistencia
por parte de los patégenos. Segun Smilanick etal. (1997),
es necesario obtener en postcosecha un residuo de IMZ
en la fruta de al menos 2,0 mg kg™ en naranjas y de
3,5 mg kg en limones, para alcanzar un control ade-
cuado de Penicillium digitatum. El presente trabajo co-
incide con los antecedentes mencionados (Smilanick et
al., 1997) para el control de la cepa sensible a imazalil y
demuestra que los niveles de resistencia alcanzados por
los patgenos presentes en las plantas de empaque de
Uruguay no son controlados, incluso con un nivel de resi-
duos mayor a 3,0 mg kg* (Figura 1y Cuadro 3).

Existen diversas estrategias que permiten potenciar el
efecto del IMZ. La aplicacion de IMZ en conjunto con agua
caliente (50 °C) duplicé el nivel de residuos en los frutos de
naranja var. Valencia, potenciando el control de la cepa sen-
sible al finalizar el almacenamiento refrigerado (Figura 1y
Cuadro 3). Resultados similares fueron descritos en esta
variedad por Smilanick et al. (2008), en donde el nivel de
residuos de IMZ, aplicado en solucién acuosa a una con-
centracion de 100 mg kg mediante inmersion durante 30 s
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a50°C, fue significativamente mayor que a 25 °C. Sin em-
bargo, segun estos autores, el incremento en el nivel de
residuos registrado no fue suficiente para explicar la magni-
tud del aumento en el control del patégeno. Existen enton-
ces otros factores, como |o es la activacion de las propias
defensas de la fruta o cierta inhibicion térmica directa sobre
el patogeno por parte del agua caliente que potencian el
control (Schirra et al., 2000; Palou et al., 2002; Inkha y
Boonyakiat, 2010). En otros casos, tratamientos més lar-
gos por inmersion (3 min) en agua a 50 °C, lograron una
deposicion de residuos 4,59 veces mayor que en aplica-
ciones de IMZ a20°C (Schirraet al., 1996). El incremento
en el nivel de residuos provocado por aplicaciones a mayor
temperatura podria estar explicado por un aumento enla
tasa de difusion del fungicida a través de la cuticula de la
fruta (Smilanick et al., 2008). Sin embargo, segiin Kanetis
etal. (2008), el aumento del nivel de residuos que ocurre en
aplicaciones de fungicidas con agua caliente, no siempre
resulta en un mayor control de P. digitatum. Segun estos
autores, el efecto de la temperatura es mas significativo
cuando se trabaja con soluciones menos concentradas, de
entre 50y 100 mg kg de IMZ y este efecto se pierde enla
medida en que aumenta dicha concentracion en solucion.
En este sentido, los tratamientos del fungicida en solu-
cioén con agua caliente constituyen una alternativa que per-
mite reducir la dosis del fungicida aplicada, potenciando su
accion. El control del moho verde (P. digitatum) en limones
fue cuatro veces superior con aplicaciones de IMZ (100 a
400 mg kg) mediante inmersion en agua a 37 °C
durante 15 s que cuando el producto fue aplicado
conjuntamente con la cera (1000 a 4000 mg kg™)
(Smilanick et al., 1997). Segun estos autores, un
mismo nivel de residuos (3,5 mg kg?) de IMZ en
fruta, obtenido mediante dos métodos de aplicacion
diferentes (en solucion acuosa a alta temperatura 'y
conjuntamente con la cera) produjo distintos grados
de incidencia del moho verde, sugiriendo la existencia de
otros mecanismos que complementan la accion del fungici-
day potencian el control. En este mismo sentido, la inciden-
cia del moho verde en frutos no tratados fue del 94% (sin
residuos del fungicida) y la misma se redujo a 11% al apli-
car el IMZ conjuntamente con la cera'y a menos de 1%,
para tratamientos en solucion acuosa a alta temperatura
(Smilanick etal., 1997). Resultados similares fueron obser-
vados en este trabajo, siendo igualmente efectivas en el
control del moho verde (Cuadros 2y 3) la aplicacion en
conjunto con la cera que la aplicacién acuosa a 50 °C, a
pesar de contar con un mayor el nivel de residuos en la fruta
en el primer caso (Figural). Otros trabajos han demostra-
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do que lainmersion de la fruta durante pocos segundos en
una solucion acuosa de IMZ (1,0 a 3,0 mg kg de residuos
en fruta) redujo la incidencia del moho verde en un 95%,
mientras que para un mismo nivel de residuo alcanzado
mediante aplicaciones en cera, la reduccion fue Gnicamen-
te del 60% (Smilanick et al., 1997). Estas diferencias po-
drian estar explicadas por una mayor retencion del produc-
to en la cera, debido a su alta viscosidad, lo que conlleva a
una menor penetracion efectiva en las heridas existentes en
lafruta y por o tanto, una menor efectividad en el control del
patogeno en el sitio de colonizacion (Brown, revisado en
Smilanick etal., 1997).

Otra alternativa que potencio la accion del IMZ en el
control del biotipo sensible, fue la adicidn en solucidn acuo-
sa de BCS al 3%. En trabajos anteriores, la combinacion
de 3% de BCS con IMZ aplicado a 500 mg.kg* potencid el
control del biotipo resistente en tangor Ellendale, pasando
de un 41,3% de incidencia de moho verde a un 3,6% al
adicionar BCS alamezcla (Lado et al., 2011), lo cual no fue
observado en el presente trabajo en naranjas var.
Washington Navel (Cuadro 2) y var.Valencia (Cuadro 3).
Existen diversos trabajos que describen la existencia de
potenciacion en el control de Penicillium spp. cuando los
fungicidas son aplicados con sales y/o agua caliente (Lado
etal., 2011; Palou etal., 2000; Smilanick etal., 1999, 2005).
En este trabajo, el BCS logré potenciar el efecto del IMZ en
el control del biotipo sensible, no asi en el caso del biotipo
resistente, difiriendo de lo descrito por Smilanick etal. (2005),
quienes si observaron una potenciacion en el control de
aislamientos resistentes. Estas diferencias pueden estar
dadas por el tipo de aplicacion (cascada o inmersion), con
una mayor eficiencia de esta dltima en el control (Smilanick
etal., 1997) o también debido a diferencias fisiologicas y
estructurales entre las variedades (Montesinos-Herrero et
al., 2009). Es importante destacar que para ambas varie-
dades, el control del aislamiento resistente alcanzado con la
aplicacion de BCS al 3% no se diferencié del control logra-
do por el IMZ (Cuadros 2 y 3), cualquiera sea la dosis
aplicaday el nivel de residuo sobre la fruta, demostrando
también la inefectividad del IMZ para controlar este tipo de
aislamientos.

En general, la adicion de la sal no provocé un aumento
en el nivel de residuos en la fruta (Figura 1), por lo que el
efecto del BCS no deberia ser explicado por una mayor
residualidad del fungicida, sino por un efecto fungistatico di-
recto (Smilanick et al., 1999) y/o por la induccion de resis-
tencia en lafruta (Dore et al., 2010). El efecto fungistatico es
provocado principalmente por lainactivacion de enzimas
producidas por el patdgeno (fumarasa, aspartasa y succi-

nico-dehidrogenasa) relacionadas con su crecimiento (York
y Vaughn, 1964), modificando también la permeabilidad de
las membranas y la fisiologia de sus células (Smilanick et
al., 2005). Por otro lado, Dore et al. (2010) han descrito una
estimulacion en la produccion de la fitoalexina scoparona en
el albedo de frutos citricos tratados con BCS, pudiendo es-
tar relacionado con lainduccion de resistencia en los frutos
por parte del BCS.

El efecto de la residualidad en la fruta de imazalil aplicado
para el control del moho verde (causado por P. digi-
tatum) ha sido de interés desde que se produjeron
las primeras pérdidas provocadas por el surgimien-
to de cepas resistentes del hongo (Brown et al., 1983).
En plantas de empaque de California, se observo
que una residualidad de 3,4 mg kgt 0 mas alta del
producto, reducia en un 80-90% el decaimiento pro-
vocado por aislamientos resistentes, pero no la es-
porulacién, mientras que una residualidad de 1,0-
2,0 mg kg no era efectiva para el control ni del decai-
miento ni de la esporulacion de estos aislamientos (Eckert,
1990). Los resultados del presente trabajo coinciden con
los antecedentes mencionados, ya que no hubo un control
comercialmente aceptable (inferior al 5% de incidencia en
frutos inoculados, datos no publicados) con niveles de resi-
duos inferiores a 2,0 mg kg*. En la aplicacion con la cera,
la residualidad estuvo por encima de 3,0 mg kg* durante
los primeros 20 dias en naranja var. Washington Navel y
durante todo el experimento en naranja var. Valencia. A pe-
sar de ello, el control del decaimiento provocado por la cepa
resistente tampoco fue comercialmente aceptable, alcan-
zando unaincidencia del 45% en ambas variedades luego
de siete dias a temperatura ambiente.

Esimportante destacar la inefectividad del IMZ para con-
trolar los aislamientos resistentes, en forma independiente
del residuo del fungicida en la fruta. En ausencia del IMZ, los
aislamientos resistentes son menos competitivos que los
no resistentes (Holmes y Eckert, 1995), siendo deseable
no mantener constante dicha presion de seleccion, aplican-
do estrategias que combinen distintos principios activos con
sales y/o nuevas alternativas (Lado et al., 2011).

Conclusiones

La degradacion del IMZ es minima durante el almace-
namiento refrigerado de las naranjas var. Washington Na-
vely var. Valencia, por lo que es importante cumplir con los
limites de residuos estipulados por los mercados en el mo-
mento de la aplicacion del producto. El residuo de IMZ en
los frutos deberia superar los 2,0 mg kg en soluciones
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acuosasy 3,0-4,0 mg kg™ al ser aplicado con la cera para
obtener un control adecuado de biotipos sensibles a IMZ.
En el caso del biotipo resistente, la incidencia del patdgeno
es independiente del nivel de residuos en la piel de los fru-
tos, siendo elevada en todos los tratamientos evaluados. La
adicion de BCS al IMZ potencid el control del biotipo sensi-
ble pero no del biotipo resistente en naranjas var.
Washington Navel y var. Valencia, no modificando el
nivel de residuos del fungicida en la fruta. La aplica-
cién de alta temperatura (50 °C) potenci6 el control
del biotipo sensible del patdgeno provocando un au-
mento en el nivel de residuos sobre la fruta.
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