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RESUMEN

Uno de los factores que tiene mayor incidencia en la condicién de la fruta son las
enfermedades de poscosecha, conocidas cominmente como “pudriciones”. Para el caso de
manzanas las més frecuentes son las causadas por Penicillium expansum 'y Botrytis cinerea.
Las aplicaciones de fungicidas sintéticos en poscosecha son una de las estrategias mas
utilizadas para su control; sin embargo, su uso continuado y prolongado ha generado una
disminucién de su efecto protector. Tiabendazol ha sido utilizado de manera prolongada
como fungicida en el control de dichas enfermedades, pero su uso ha sido limitado por el
desarrollo de cepas fitopatégenas resistentes. En el afio 2004 fludioxonil fue registrado en
Estados Unidos de Norte América para tratamientos de poscosecha en manzanas, siendo
altamente efectivo en el control de los patégenos que causan dichas pudriciones incluyendo
cepas resistentes a tiabendazol. También se han propuesto otras alternativas de control,
como por ejemplo los compuestos antifiingicos naturales. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la sensibilidad de cepas de Botrytis cinerea y Penicillium expansum aisladas de
manzanas, a los fungicidas tiabendazol (Tecto® 500 SC), fludioxonil (Scholar® 50 WP) y
productos de origen natural (BC-1000®, Lonlife plus® SC y Biorend® SC). Se determiné
in vitro la concentraciéon media efectiva (ECsp) y concentraciéon minima inhibitoria (CMI) la
para micelio y conidias a cada fungicida, posteriormente se evaluaron las dosis comerciales
de cada producto en condiciones in vivo. Un 10% y un 48% de las cepas de Botrytis cinerea
y de Penicillium expansum respectivamente, resultaron ser resistentes a tiabendazol.
Fludioxonil fue efectivo en la inhibicién de ambos patdégenos con valores de ECsy promedio
para conidias de 0,02 pg-mL™" para Botrytis cinerea y de 0,29 pg-mL'1 para Penicillium
expansum. Los productos de origen natural presentaron resultados intermedios inhibiendo
algunas de las cepas evaluadas, excepto la formulacién de BC-1000® utilizada, que no
inhibi6é a ninguno de los dos patégenos. En los ensayos in vivo, el mayor efecto se obtuvo
con fludioxonil, y tiabendazol resulté efectivo solo contra las cepas sensibles de ambos
patdgenos. Las dosis comerciales de los productos naturales utilizados ejercieron un control
relativo de ambos patdgenos, salvo BC-1000® que no logré efecto de control alguno sobre
ambos patégenos.

Palabras claves

Pudriciones de poscosecha, resistencia a fungicidas, pudricién gris, moho azul.
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ABSTRACT

One of the factors that most affect the condition of the fruit are postharvest diseases,
commonly known as "fruit rots”. The most common in apples are caused by Penicillium
expansum and Botrytis cinerea. The application of synthetic fungicides in postharvest is
one of the strategies used for their control; however, continued use of agrochemicals has
led to a decrease in their protective effect. Thiabendazole as a fungicide has been used for a
long time in the control of these diseases, but its use has been limited by the development
of resistant phytopathogenic strains. In 2004 Fludioxonil was registered in United States of
America for use in apples in postharvest treatments being highly effective in controlling
these pathogens including resistant strains to thiabendazole. Natural antifungal compounds
have also been proposed for postharvest fruit rot control. The aim of this study was to
evaluate to sensitivity of Botrytis cinerea and Penicillium expansum strains isolated from
apples, the fungicides thiabendazole (Tecto ® 500 SC), fludioxonil (Scholar ® 50 WP) and
natural products (BC-1000 ®, Lonlife Plus® SC and Biorend® SC). ECsy and MIC were in
vitro calculated for inhibition of mycelium growth and conidial germination for each
fungicide, while the commercial dose of each product was in vivo evaluated. 10% and 48%
of strains of Botrytis cinerea and Penicillium expansum respectively, were resistant to
thiabendazole. Fludioxonil was effective in both pathogens with ECsy values of 0.02
average conidia ug-mL™ to Botrytis cinerea and 0.29 ng-mL™" for Penicillium expansum.
The natural products showed intermediate results inhibiting some of the strains, except for
the formulation of BC-1000 ® used, that did not inhibit any of the two pathogens.
Fludioxonil was the most effective active ingredient reducing in vivo both decays, although
thiabendazole was only effective against susceptible strains of both pathogens. The
commercial doses of natural products used exerted a relative control of both pathogens,
except BC-1000® formulation which could not achieve any control over both pathogens.

Key words

Postharvest decay, fungicide resistance, gray mold, blue mold.



INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas la industria fruticola chilena ha experimentado un gran
desarrollo que ha llevado al pais a posicionarse como un importante proveedor de frutas
frescas a nivel mundial y actualmente como el principal productor de frutas de especies de
hoja caduca del Hemisferio Sur (FIA, 2003), existiendo mas de 35 mil hectareas cultivadas
de manzanos (ODEPA, 2009). Sin embargo, para mantener este nivel es de primordial
importancia que la fruta, que pasa un periodo prolongado de almacenamiento y transporte
hasta los puertos de destino, se conserve en Optimas condiciones el mayor tiempo posible
(Zoffoli et al., 2005).

En el caso de manzanas de exportacion, segin Pinilla et al. (2005), uno de los factores que
mayor incide en la condicién de éstas son las enfermedades de poscosecha, conocidas
cominmente como “pudriciones”. Sus sintomas generalmente sélo son visibles después que
los frutos han sido sometidos a algunos meses de almacenaje refrigerado en Chile vy,
durante el transporte a los diferentes mercados de destino. Seguin estos autores, estas
enfermedades causan pérdidas directas por el desecho de la fruta que no tiene valor
comercial e indirectas por la necesidad de adoptar nuevas medidas de control, ademds de
los costos de reembalaje de los frutos. Las pudriciones mds comunes que afectan a las
manzanas en Chile son causadas por diversos hongos, destacando entre €stos la “pudricién
gris” causada por Botrytis cinerea Pers. y el “moho azul” causado por Penicillium
expansum Link. (Pinilla et al., 2005).

Las infecciones causadas por Botrytis cinerea son las mds frecuentes y ciertamente este
patégeno es interesante debido a su especial caracteristica de vivir de manera patégena y
saprofita siendo devastador en muchos cultivos (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). B.
cinerea es muy abundante y estd ampliamente distribuido a nivel mundial, provocando
distintos sintomas como tizones de inflorescencias, en el extremo del pedinculo del fruto o
bien en cualquier herida, hendidura o incisién de los tejidos de los 6rganos almacenados.
Bajo condiciones de alta humedad, produce un micelio visible de color gris sobre los
tejidos afectados. Las lesiones presentan un drea bien definida, pardusca o acuosa, y el
patégeno penetra profundamente y avanza con gran rapidez en los tejidos del 6rgano
(Agrios, 1996).

Por otra parte, Penicillium expansum es un hongo muy comun y es responsable de la
enfermedad mads frecuente en manzanas en almacenaje (Rosenberger et al., 1991); los
hongos pertenecientes al género Penicillium producen pudriciones en frutos almacenados,
las que a menudo son las més destructivas de todas las enfermedades de poscosecha, siendo
muy frecuentes en todo tipo de citricos y poméceas, entre otras especies (Agrios, 1996).



Este patdégeno penetra en los tejidos de su hospedante principalmente a través de heridas
(Agrios, 1996; Rosenberger et al., 1991), y también puede propagarse desde frutos
infectados a frutos sanos por simple contacto entre éstos. Las pudriciones por Penicillium al
principio tienen el aspecto de manchas acuosas de consistencia blanda, ligeramente
decoloradas y de tamafo variable, las cuales pueden producirse en cualquier parte del fruto.
Posteriormente, un moho blanco comienza a crecer sobre la superficie de la cdscara del
fruto, produciendo esporas. El drea esporulante tiene un color azul, verde azulado o 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 acuoso (Agrios, 1996). El autor sefiala que aunque
la mayoria de estos hongos se manifiestan en almacenamiento y en el mercado, la
manipulacién correcta de la fruta y una adecuada cosecha, evitando dafios mecdanicos, son
fundamentales para evitar este grave problema.

Antes de decidir cualquier método de control de un patégeno, la identificacion de éste es de
méxima relevancia. Las condiciones climaticas, la nutricién de la planta, las préicticas
culturales y los tratamientos con fungicidas son las principales causas que afectan el grado
de desarrollo de las enfermedades en poscosecha de frutas. El control quimico es una
practica fundamental para prevenir las pudriciones fungosas de poscosecha en frutas
(Auger, 1988). Este autor sefiala que los tratamientos después de la cosecha con
agroquimicos pueden favorecer la sanidad del cultivo, o bien proteger, erradicar o tener una
accion terapéutica de control de las pudriciones.

Los tratamientos de poscosecha mediante el uso de fungicidas sintéticos son una de las
estrategias mds utilizada para controlar pudriciones en manzanas (Eckert y Ogawa, 1988;
Errampalli, 2004). Entre los fungicidas mds utilizados para el control de Botrytis cinerea 'y
Penicillium expansum estan los fungicidas del grupo de los benzimidazoles que han sido
utilizados comercialmente para el control de enfermedades de plantas desde fines de los
aflos 60. Estos fungicidas representaron un cambio en el uso de productos quimicos, con
propiedades tnicas que incluyen actividad sistémica y curativa, permitiendo extender los
intervalos de las aspersiones. Mundialmente, los benzimidazoles se encuentran registrados
en muchos paises y en mas de 70 cultivos incluyendo cereales, uvas, frutas y hortalizas.
(FRAC, 2009). Dentro de este grupo se encuentra el ingrediente activo tiabendazol
(registrado en manzanas), el cual posee un efecto protector y erradicante que actda
bloqueando la mitosis celular, mostrando una tnica afinidad por la tubulina de organismos
fungosos (accidn unisitio o sitio-especifica) (Besoain, 1989; FRAC 2009).

El tiabendazol se utiliza en plantas embaladoras de pomdceas con el fin de evitar
pudriciones durante el almacenamiento refrigerado. Los fungicidas generalmente son
aplicados en duchas o por inmersion (Morales 1989, Errampalli, 2004, Koffmann y Penrose,
1987), permitiendo un buen grado de proteccion por varios meses de la fruta refrigerada
(Morales, 1989), sin embargo, el uso continuado y prolongado de ésta molécula ha
generado una disminucion de su efecto protector debido a la alta presion de seleccion de



razas resistentes, limitando su uso (Prusky er al., 1985, Sholberg et al., 2005a) tanto en
Botrytis cinerea (Smith, 1988) como en Penicillium expansum (Eckert y Ogawa, 1988), lo
que constituye un serio riesgo para el control de enfermedades (Chand-Goyal y Spotts,
1997). Para tratar de establecer la existencia de resistencia a benzimidazoles Spotts y
Cervantes (1986), sefialan como concentracién discriminatoria 100 ug-mL™”, mientras que
por el contrario Sholberg et al. (2005) sefialan que cepas fungosas que se desarrollan en
cultivos enmendados con 1 pg-mL™" pueden considerarse como resistentes al fungicida.

El desarrollo de razas resistentes ofrece grandes desventajas al uso de estos fungicidas en
poscosecha y a pesar de ser agroquimicos bastante eficientes, es necesario emplearlos en
combinacién con productos de diferentes mecanismos de accion o0 en casos extremos,
descontinuar su uso buscando otras alternativas (Errampalli, 2004). Morales (1989), senala
que esta situacion puede tener especial importancia en Chile, ya que existen pocos
productos de accidn sistémica y s6lo algunos poseen registros en los mercados de destino
de la fruta. Segiin Gonzalez (1988), citado por Morales (1989), existen limitaciones para el
uso de benzimidazoles como son los bajos niveles de tolerancia en algunos paises de la
comunidad europea, situacion que contrasta con los niveles exigidos en EE.UU. Por esto es
necesario recurrir a alternativas que permitan frenar la aparicion de razas resistentes y
poder ingresar a mercados con niveles bajos de tolerancia. Desde el descubrimiento de
cepas resistentes de Penicillium expansum a tiabendazol en paking de manzanas, se ha
incrementado la busqueda de estrategias alternativas de control (Errampilli, 2003). Lo
mismo ha ocurrido en el caso de Botrytis cinerea. Corbaz y Schwarz (1995) realizando una
prospeccién en Suiza evaluaron el grado de resistencia de este patdgeno detectando que un
74% de las cepas analizadas se comportaron como resistentes a este grupo de agroquimicos.

Por otro lado, es importante sefialar que el uso de fungicidas sintéticos ha sido la principal
herramienta utilizada para el manejo de las enfermedades de poscosecha (Herndndez et al.,
2008). Sin embargo, los residuos en los alimentos han generado preocupaciéon en los
consumidores, lo que sumado a la resistencia de patégenos a muchos agroquimicos
actualmente en uso, ha aumentado la necesidad de buscar métodos alternativos para el
control de las pudriciones de poscosecha (Tripathi y Dubey, 2004). En el afio 2004 un
nuevo fungicida, fludioxonil, fue registrado en Estados Unidos para el uso en poscosecha
de manzanas el cual es efectivo en el control del moho azul incluyendo cepas resistentes a
tiabendazol (Errampalli y Crnko, 2004; Sholberg et al., 2005a). Este nuevo ingrediente
activo pertenece a la clase quimica de los Phenylpyrroles y se clasifica como un
agroquimico toxicologicamente de "riesgo reducido"”, por The United States Environmental
Protection Agency (EPA, 1998; Olaya et al., 2005). Los Phenylpyrroles derivan del
antibidtico pyrrolnitrin que es producido por especies de Pseudomonas sp y este grupo de
fungicidas constituyeron una nueva clase de fungicidas no sistémicos (Rosslenbroich y
Stuebler, 2000, Errampalli y Crnko, 2004). Se ha demostrado que presentan actividad de
amplio espectro contra hongos fitopatégenos actuando sobre la sefial de transduccion de
estos (FRAC, 2009). Este ingrediente activo inhibe la germinacién de esporas, inhibe la
elongacion del tubo germinativo y el crecimiento miceliar y reduce las pudriciones



causadas por diferentes agentes patdogenos en manzanas (Errampalli y Crnko, 2004),
pudiendo ser utilizado en pomdceas para el control de enfermedades causadas por
Penicillium, Botrytis, Rhizopus, entre otros (Olaya et al., 2005).

Recientemente, debido a las actuales exigencias comerciales de los mercados, los
compuestos antifingicos naturales bioldgicamente activos han comenzado a convertirse en
una alternativa eficaz a los productos sistémicos, especialmente en frutas de consumo en
fresco (Bensch y Guerrero, 2000). Varios de estos compuestos son de origen vegetal y
animal y reducen la incidencia de enfermedades en una variedad de productos cosechados,
logrando reducir pudriciones de poscosecha en manzanas, peras, duraznos y frutillas
mediante el uso de extractos de plantas, variedades de aceites esenciales y subproductos
animales (El Ghaouth, 1997). Un ejemplo de ellos es el quitosano; polimero producido
industrialmente por desacetilaciéon quimica de la quitina que se encuentra en el
exoesqueleto de artrépodos y también puede ser obtenido directamente desde la pared
celular de algunos hongos fitopatégenos. El quitosano y sus derivados han demostrado
inhibir el crecimiento de una amplia gama de patégenos activando mecanismos de defensa
en las plantas contra las infecciones causadas por patégenos (Hernandez et al., 2008).

Otra herramienta de control es el ingrediente activo citrex, el cual es una mezcla de 4dcido
ascorbico, 4cido citrico, tocoferoles, dcido palmitico, 4cido estedrico, glucosa, manosa,
péptidos y gliceroles, los cuales son extraidos de la pulpa y semillas de citricos y cuyo
modo de accién es la alteracion de la permeabilidad de las membranas, afectando también
los procesos respiratorios (Mendoza, 2005). Existen otras alternativas como por ejemplo los
extractos de semillas y pulpa de toronja, principalmente &cidos orgdnicos mds
bioflavonoides cuyo modo de accién es por contacto provocando alteracion de la membrana
celular e inhibicién de la respiracion celular del patégeno, compuestos que tienen efecto
“elicitor”, inductor de fitoalexinas en los tejidos de las plantas (compuestos altamente
téxicos para muchos patégenos) por (Aguirre y Pinilla, 2005).

Finalmente, es importante sefialar que para planificar de una forma global la lucha contra
enfermedades producidas por hongos fitopatdgenos en poscosecha, los tratamientos con
productos fungicidas son sélo una de las posibles alternativas a tomar en cuenta. Otras la
constituyen diversas sustancias quimicas que presentan una muy baja toxicidad como son
los extractos de plantas, los aceites esenciales, el dcido acético, el per6xido de hidrégeno,
las sales de carbonato y bicarbonato, los sorbatos, los propionatos, el cloro, etc. (Vifas et
al.,s.a.).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro e in vivo de cepas de
Botrytis cinerea y Penicillium expansum aisladas de manzanas, a los ingredientes activos
tiabendazol (Tecto® 500 SC), fludioxonil (Scholar® 50 WP) y productos de origen natural
(BC-1000®, Lonlife plus® SC y Biorend®).



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Los ensayos in vitro fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la
Universidad de Chile, y los ensayos in vivo se efectuaron en la planta embaladora de frutas
de Comercial Greenvic S.A. ubicada en el sector de Placilla, San Fernando, Region del
Libertador General Bernardo O 'Higgins.

Metodologia

Origen de las cepas

Tanto las cepas de Botrytis cinerea como las de Penicillium expansum fueron recuperadas
desde manzanas infectadas (Figura 1) provenientes de diferentes plantas embaladoras de la
zona central de Chile, recolectindose un total de 13 cepas de Botrytis cinerea y 60 cepas de
Penicillium expansum de un total de 108 frutos enfermos (Cuadro 1). Para la obtencién de
cada una de las cepas se extrajo tejido desde la zona de avance del sintoma de frutos
desinfectados mediante flameado con alcohol al 96% y se cultivé en placas de Petri en
medio de cultivo agar-papa-dextrosa (APD).

Figura 1. Frutos con sintomas de pudriciones causadas por Penicillium expansum (A) y
Botrytis cinerea (B).



Cuadro 1. Origen de las muestras de frutos desde donde se obtuvieron las cepas evaluadas.

Patogeno aislado

Muestras
Origen recibidas Botrytis cinerea Penicillium expansum
Del Monte Fresh Produce Chile S.A. 29 9 11
COPEFRUT Agricola El Foso 19 1 13
COPEFRUT Agricola El Sauce 20 1 18
COPEFRUT varios productores 40 2 18
Total 108 13 60

Las cepas se recuperaron in vitro en medio APD a 22 + 1° C y fueron mantenidas a 5 + 1°C
en tubos de ensayo con APD. Posteriormente, todas las cepas recuperadas de Penicillium se
identificaron molecularmente mediante PCR en la Facultad de Quimica de la Universidad
de la Reptiblica del Uruguay, correspondiendo la totalidad a Penicillium expansum.

Patogenicidad de las cepas fungosas recuperadas

Para determinar la patogenicidad cada cepa fue inoculada en manzanas del cv. Fuji (Figura
2), previamente lavadas y desinfectadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5%
durante tres minutos, enjuagadas en agua destilada estéril y luego secadas en papel
absorbente. Se les realizaron 2 heridas de 3 mm de profundidad y 1-2 mm de didmetro
mediante un clavo, en ellas se depositaron 10 uL de una suspensién de 10° conidias por mL
de las diferentes cepas de Botrytis cinerea y Penicillium expansum determinadas mediante
hemacitémetro y finalmente se observo si hubo o no desarrollo de pudricion. Se inocularon
3 frutos con 2 heridas cada uno, teniendo un total de 6 repeticiones por cepa.

Figura 2. Inoculacién de manzanas sanas.



Sensibilidad in vitro para micelio

Los ensayos consistieron en determinar la sensibilidad de todas las cepas patogénicas de
Botrytis cinerea y Penicillium expansum a los siguientes productos: tiabendazol (Tecto®
500 SC), fludioxonil (Scholar® 50 WP), extractos de semillas de citricos (BC-1000®),
citrex (Lonlife plus® SC) y poly-D-Glucosamina (Biorend® SC) a las concentraciones
senaladas en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Nombre comercial, ingrediente activo y concentraciones utilizadas de los
agroquimicos evaluados.

Nombre Ingrediente activo Concentraciones utilizadas
comercial (i.a.) (ug- mL™?)

BC-1000® Extracto de semillas de 0, 100; 200; 400; 800; 1000; 1500

toronja y Bioflavonoides

Biorend® SC Poly-D-Glucosamina 0; 100; 200; 400; 800;1500; 2000
Lonlife plus® SC Citrex + Saponina 0, 100; 200; 400; 800; 1000; 1500
Scholar® 50 WP Fludioxonil 0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,75; 1; 10
Tecto® 500 SC Tiabendazol 0;0,1; 0,2;0,5; 1; 2; 4; 8; 10; 100

Fuente: AFIPA, 2006-2007; SAG 2010.

Durante los ensayos, los cultivos puros de cada una de las cepas fliingicas se mantuvieron en
APD para Botrytis cinerea y en agar-glucosa para Penicillium expansum. La sensibilidad
in vitro para micelio se realiz6 utilizando el método descrito por Sakamoto (1986),
empledndose discos de micelio de 5 mm de didmetro obtenidos de cultivos puros de
Botrytis cinerea y Penicillium expansum de 5 y 12 dias de edad, respectivamente. Estos
discos fueron depositados de forma invertida en placas de Petri con APD, salvo en el caso
de fludioxonil que se utilizé un medio sélido que contiene: 10 g de glucosa, 1,5 g KoHPO,,
2 g KH;POy4, 1 g (NHy), SO4, 0,5 g MgSO4-H0, 2 g de extracto de levadura y 12,5 g de
agar en 1 L de agua destilada; medio especifico para este ingrediente activo segin el
método descrito por Leroux et al. (1999). El medio fue enmendado con diferentes
concentraciones de i.a. donde cada concentracién fue repetida en cuatro oportunidades
(Cuadro 2), posteriormente fueron incubadas a 22 £ 1 °C por 4 a 5 dias en el caso de
Botrytis cinerea y de 10 a 14 dias para Penicillium expansum (Errampalli, 2004), con el fin
de medir el crecimiento radial del micelio. Las mediciones se realizaron una vez que el
crecimiento del micelio del testigo sin agroquimico se encontraba a no mds de 1 cm del
borde de la placa. Para el cdlculo de la ECsy y la CMI se utiliz6 el andlisis PROBIT con el
programa estadistico MINITAB®. Se consideré cepa sensible a tiabendazol a aquellas
cepas donde su ECs, fue inferior a 1 pg-mL" y resistente a este ingrediente activo a
aquellas que presentaron valores de ECsg superiores a dicho valor (Sholberg et al., 2005).
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También se evalué al azar la sensibilidad de una muestra aleatoria de tres cepas no
patogénicas de ambos patégenos con el fin de determinar la sensibilidad miceliar in vitro de
ellas a los ingredientes activos tiabendazol y fludioxonil. En estos ensayos no se calcul6 la
concentracion efectiva mediana (ECsp) ni la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Sensibilidad in vitro para conidias

Para estos ensayos se obtuvieron conidias de cultivos esporulados en APD de 4 a 5 dias de
edad para Botrytis cinerea y de 10 a 14 dias de edad en el caso de Penicillium expansum
(Errampalli, 2004).

Los agroquimicos y las concentraciones utilizadas fueron las mismas que para crecimiento
miceliar (Cuadro 2). Para estos experimentos se utilizd el método descrito por Leroux y
Gredt (1981) el cual consiste en depositar una suspension de conidias en placas de Petri con
agar-glucosa, salvo en el caso de fludioxonil que se utilizé un medio sélido que contiene:
10 g de glucosa, 1,5 g K,HPOy4, 2 g KH,PO4, 1 g (NHy), SO4, 0,5 g MgSO4-H,0, 2 g de
extracto de levadura y 12,5 g de agar en 1 L de agua destilada; medio especifico para este
ingrediente activo seglin el método descrito por Leroux et al. (1999). El medio fue
enmendado con cada uno de los fungicidas antes mencionados y la suspension de conidias
fue depositada mediante una micropipeta (0,1 mL de una suspensién de 10° conidias/mL,
ajustadas con hemacitémero). Las placas de Petri se incubaron durante 24 horas a 22 + 1 °C
en camaras de cultivo y posteriormente se contaron 100 conidias al azar con el fin de
evaluar el porcentaje de germinacion conidial. Se considerd una conidia germinada cuando
la longitud del tubo germinativo fue igual o superior a 3 veces el didmetro de ésta.

En ambos ensayos se consideraron 4 repeticiones por cada concentracion de i.a. El
agroquimico fue incorporado al medio de cultivo después de su esterilizacién en autoclave
(121 °C por 20 minutos a 1,2 kg-cm™) cuando la temperatura del medio fue alrededor de 45
°C. Para el célculo de los valores ECsp y de la CMI se utiliz6 el andlisis PROBIT con el
programa estadistico MINITAB®. Se consideré cepa sensible a tiabendazol a aquellas
cepas donde su ECs fue inferior a 1 ug-mL" y resistente a dicho ingrediente activo a
aquellas que presentaron valores de ECsg superiores a dicho valor (Sholberg et al., 2005).

Los datos de sensibilidad obtenidos, tanto para micelio como para conidias, corresponden al
promedio obtenido de todas las cepas evaluadas de ambos patégenos (Apéndices I, II, III,
IV.,V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII y XVIII).
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Inhibicion de las pudriciones (ensayo in vivo)

Con este propoésito se realizaron dos ensayos en los que se utiliz6 un total de 1.344
manzanas del cultivar Fuji, las cuales al momento del ensayo tenian en promedio 14° Brix
y una firmeza de pulpa de alrededor de 17 Lb-pulg'z.

Previo a las inoculaciones, los frutos se desinfectaron en una solucién de hipoclorito de
sodio al 0,5% durante tres minutos, posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril
y se secaron a temperatura ambiente.

Los frutos fueron inoculados con 10 cepas de Botrytis cinerea y 46 cepas de Penicillium
expansum, todas de patogenicidad comprobada y sometidos a las dosis comerciales de los
agroquimicos Tecto® 500 SC, Scholar® 50 WP, BC-1000®, Biorend® SC y Lonlife plus®
SC (Cuadro 3).

Ensayo 1: Herida del fruto, aplicacion del agroquimico e inoculacion del patégeno.
Consisti6 en la inoculacion de los patdégenos (Botrytis cinerea y Penicillium expansum) en
frutos a los que previamente se les realizaron dos heridas mediante un punzén, luego se
aplicaron los agroquimicos en las dosis comerciales, mediante inmersién de los frutos, y
finalmente se aplicé la suspensién de conidias en cada herida.

Ensayo 2: Aplicacion del agroquimico, herida del fruto e inoculacion del patégeno.
Este ensayo consistié en sumergir la fruta en las respectivas soluciones de agroquimicos, a
continuacion se realizaron dos heridas en cada fruto mediante un punzén y luego se hizo la
inoculacién de los patdgenos Botrytis cinerea y Penicillium expansum depositando la
suspension de conidias en cada herida.

Cada herida fue inoculada con 10 pL de una suspensién de 10° conidias/mL (ajustadas con
hemacitometro) de las cepas de Botrytis cinerea y Penicillium expansum. En ambos
ensayos el disefio experimental fue completamente al azar realizandose seis tratamientos, y
4 repeticiones por cada uno de éstos (Cuadro 3). Las dosis utilizadas correspondieron a las
comercialmente utilizadas con idéntico propdsito.
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Cuadro 3. Tratamientos y dosis comerciales de ambos ensayos in vivo.

Tratamiento Dosis comercial
TO: Testigo Agua
T1: BC-1000® 150 cc-hL!
T2: Biorend® SC 300 cc-hL™!
T3: Lonlife plus ® 150 cc-hL™!
T4: Scholar® 50 WP 90 g-hL™!
T5: Tecto® 500 SC 135 cc-hL!

Posteriormente los frutos fueron almacenados en 36 cajas de carton de 18 kg, ordenando 12
frutos por caja segun tratamiento y repeticion, estas cajas fueron distribuidas al azar en
cuatro bins y mantenidas 40 dias a 0 = 1 °C en cdmaras de frio de la planta embaladora de
frutas de Comercial Greenvic S.A.

La evaluacion consistié en medir con un pie de metro el didmetro de la lesion causada por
el patégeno (en cm), se calcul6 la media de todos los didmetros de pudricion de las
inoculaciones con las diferentes cepas, segin tratamiento efectuado, y se realizé un analisis
de varianza (ANDEVA) con el programa estadistico MINITAB® con el fin de comparar la
eficacia de los diferentes agroquimicos. En los casos donde existieron diferencias
estadisticamente significativas se les someti6 a la prueba de comparaciéon multiple de
Tukey, con un nivel de significancia del 95%.
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RESULTADOS

Patogenicidad de las cepas fungosas recuperadas

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de las pruebas de patogenicidad para las cepas
de Botrytis cinerea (n=13) y de Penicillium expansum (n=60). Un 77% de las cepas de
ambos patdgenos se comportaron como patogénicas (10 y 46 respectivamente) y fueron

éstas las que se utilizaron posteriormente en los ensayos de sensibilidad a los cinco
agroquimicos estudiados.

Cuadro 4. Patogenicidad de Botrytis cinerea y Penicillium expansum.

Total No % cepas Y% cepas no

cepas Patogénicas patogénicas patogénicas patogénicas
Botrytis cinerea 13 10 3 77% 23%
Penicillium expansum 60 46 14 77% 23%

Sensibilidad in vitro para micelio y conidias

En los ensayos para el ingrediente activo extracto de semilla de citrico (BC-1000®), tanto
las cepas de Botrytis cinerea como de Penicillium expansum se desarrollaron a la
concentracién mds alta utilizada (1500 ug-mL™), obteniendo valores de ECsy miceliar y
conidial sobre 3000 u g-mL'1 y las CMI miceliar y conidial sobre 5000 p g-mL'1 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Promedio de las ECsp y las CMI del extracto de citrico para micelio y conidias
de Botrytis cinerealy Penicillium expansumz.

ECsp miceliar CMI miceliar ECs conidial CMI conidial

Patégeno (ug-mL™) (ug-mL™) (ug'mL™) (ug'mL™)
B. cinerea > 3.000 > 5.000 > 3.000 > 5.000
P. expansum > 3.000 > 5.000 > 3.000 > 5.000

" Promedio de 10 cepas (Apéndice I).
? Promedio de 46 cepas (Apéndice II).
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Para las cepas de Botrytis cinerea un 60% de ellas tuvo una ECsy para micelio al
ingrediente activo poly-D-glucosamina (Biorend® SC) entre 320 y 380 pug-mL"', mientras
que el 40% restante sus ECs, variaron entre 240 y 300 pg-mL" promediando 312 ug-mL™,
mientras que el promedio de las CMI fue de 4.082 pg-mL™" (Cuadro 6).

Las ECsg de poly-D-glucosamina para la inhibicion de la germinacién conidial de Botrytis
cinerea fluctuaron entre 150 y 250 pg-mL'1 y unas CMI entre 450 y 550 u g-mL'l, con un
valor ECso promedio de 220 pg-mL™" y una CMI promedio de 507 pg-mL"" (Cuadro 6).

En el caso de Penicillium expansum todas las ECsy para micelio de poly-D-glucosamina
estuvieron sobre 500 pg-mL" y las CMI sobre 3000 pg-mL™" promediando 2.479 pg-mL"
y 4.952 pug-mL", respectivamente (Cuadro 6). La germinacién conidial para Penicillium
expansum presentd valores de ECsg variables, concentrandose principalmente entre 100 y
500 pg-mL" con un valor promedio de 423 pg-mL™. El valor promedio de las CMI fue de
1.602 pg-mL" (Cuadro 6).

Cuadro 6. Promedio de las ECsy y las CMI de poly-D-glucosamina para micelio y conidias
de Botrytis cinerea' y Penicillium expansum’.

ECsp miceliar CMI miceliar EC;s) conidial CMI conidial

Patégeno (ug-mL™) (ug'mL™) (ug-mL™) (ug-mL™)
B. cinerea 312 4.082 220 507
P. expansum 2.479 4.952 423 1.602

' Promedio de 10 cepas (Apéndices III y IV).
? Promedio de 46 cepas (Apéndices V y VI)

El promedio de todas las ECsy para crecimiento miceliar de las cepas de Botrytis cinerea a
citrex (Lonlife plus ®) fue de 189 pg-mL™" y el promedio de las CMI igual a 3.539 pg-mL™
(Cuadro 7). La ECsy promedio para germinacién conidial superd las 2.500 pg-mL™" y las
CMI promedio las 5.000 pg-mL" (Cuadro 7).

Para la mayoria de las cepas de Penicillium expansum la ECs, para micelio de citrex fluctué
entre 100 y 500 pg-mL™" con un valor promedio de 423 pg-mL" (Cuadro 7), mientras que
la CMI super6 los 1.000 ug-mL" (Cuadro 7). En el caso de la germinacién conidial las
ECs) estuvieron bajo las 100 ug-mL”, mientras que las CMI fluctuaron entre 50 y 500
u g-mL'1 teniendo un valor promedio de 229 u g-mL'1 (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Promedio de las ECsy y la CMI de citrex para micelio y conidias de Botrytis
cinerea' y Penicillium expansum’.

ECsy miceliar CMI miceliar ECsp conidial CMI conidial

Patégeno (ug'mL™) (ug'mL™) (ug'mL™) (ug'mL™)
B. cinerea 189 3.539 2.824 > 5.000
P. expansum 423 2.855 63 229

" Promedio de 10 cepas (Apéndices VII y VIII).
* Promedio de 46 cepas (Apéndices IX y X).

Todas las cepas de Botrytis cinerea presentaron valores de ECs, para micelio de fludioxonil
(Scholar® 50 WP) inferiores a 0,03 pg-mL"' con un promedio de 0,02 pg-mL'1 (Cuadro 8).
Para el 50% de las cepas de Botrytis cinerea, fludioxonil presenté una CMI para micelio
entre 0,1 y 0,3 pg-mL'1 (Cuadro 8), el porcentaje restante tuvo concentraciones minimas
inhibitorias sobre 0,3 pg-mL™" con una valor promedio de todas las CMI de 0,67 pg-mL"
(Cuadro 8).

Al igual que para micelio la germinacion conidial de Botrytis cinerea fue similar en todas
las cepas. El promedio de las ECsy fue de 0,02 pg-mL'l, el 60% de las cepas obtuvieron
concentraciones efectivas medianas entre 0,01 y 0,03 pg-mL"' con un promedio de todas las
CMI de 0,49 pg-mL™" (Cuadro 8).

Las cepas de Penicillium expansum presentaron un promedio de las ECsy para fludioxonil
de 0,13 pg-mL'l, fluctuando las ECs entre 0,1 y 0,2 pg-mL™" (Cuadro 8). Las CMI fueron
en su mayoria sobre 1 pg-mL", tendiendo un valor promedio de 2,43 pg-mL" (Cuadro 8).

Para germinacion conidial los valores de ECsy de fludioxonil estuvieron en un 100% entre
las 0,25 y 0,35 ug-mL™" con un promedio de 0,29 pg-mL" (Cuadro 8). Las CMI para
conidias se concentraron entre las 0,5 y 0,9 pg-mL™" con un promedio de 0,7 pg-mL’
(Cuadro 8).

Las cepas no patogénicas evaluadas con el fungicida fludioxonil inhibieron su crecimiento
miceliar bajo 0,02 ug-mL™" por lo que se consideraron sensibles al fungicida.
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Cuadro 8. Promedio de las ECsyp y CMI de fludioxonil para micelio y conidias de las cepas
de Botrytis cinerea’ y Penicillium expansumz.

ECsp miceliar  CMI miceliar ECs conidial CMI conidial

Patégeno (ug'mL™) (ug'mL™) (ug-mL™) (ug'mL™)
B. cinerea 0,02 0,67 0,02 0,49
P. expansum 0,13 2,43 0,29 0,70

" Promedio de 10 cepas (Apéndices XI y XII).
* Promedio de 46 cepas (Apéndices XIII y XIV).

En el 90% de las cepas de Botrytis cinerea las ECs de tiabendazol (Tecto® 500 SC) para
micelio fluctuaron entre 0,08 y 0,9 ug-mL™". Estas cepas fueron clasificadas como sensibles
con una ECsy promedio de 0,34 ug-mL™" (Cuado 9) y una sola cepa presenté una ECsg
superior a 1 pg-mL™" considerdndose cepa resistente con un promedio de 127 pg-mL’
(Cuadro 9). Las CMI de tiabendazol se concentraron en su mayoria entre 0,1 y 1 pg-mL™
con un promedio de 0,48 pg-mL"', sélo un 10% de ellas presentaron una CMI sobre 100
pg-mL" con un promedio de 170 ug-mL™" (Cuadro 9).

Al igual que para el crecimiento miceliar, s6lo una de las cepas de Botrytis cinerea fue
resistente a tiabendazol con valores de ECsyp y CMI para germinacién conidial superiores a
100 ug-mL™". El 90% restante presenté valores de ECsg entre 0,05 y 0,07 pg-mL™" con un
promedio de 0,06 ug-mL™, y fueron clasificadas como sensibles (Cuadro 9).

Para el caso de Penicillium expansum se observé que las ECsy de tiabendazol para micelio
en un 52% de las cepas variaron entre 0,05 y 0,45 pg-mL™" siendo dichas cepas clasificadas
como sensibles con un valor promedio de ECso de 0,11 pg-mL’'. Un porcentaje
considerable de las cepas (48%) tuvo ECsy por sobre 1 ug-mL”, considerdandose como
resistentes, con un valor promedio de 1.653 pg-mL'1 (Cuadro 9). La mayoria de las cepas
presentd una CMI entre 0,01 y 10 pg-mL'1 con un valor promedio de 0,43 pg'mL'l, el resto
de las cepas clasificadas como resistentes present6 valores de CMI sobre 5000 pg-mL™ con
un valor promedio de 4.148 pg-mL™" (Cuadro 9).

Las cepas sensibles de Penicillium expansum a tiabendazol presentaron un valor promedio
de ECs para germinacién conidial de 0,11 pg-mL™" y las CMI promedio de estas fueron de
157,8 p g-mL'l. Para las cepas denominadas resistentes las ECsy para germinacion conidial
promediaron un valor de 696 pg-mL" y las CMI un promedio de 2.713 ug-mL™" (Cuadro 9).

El crecimiento miceliar de las cepas no patogénicas evaluadas con el fungicida tiabendazol
fue inhibido bajo 0,1 ug-mL™" por lo que se les consider6 cepas sensibles al fungicida.



17

Cuadro 9. Promedio de las ECsy y CMI de tiabendazol para micelio y conidias de las cepas
de Botrytis cinerea’ y Penicillium expansumz.

Porcentaje ECs) miceliar CMI miceliar ECs, conidial CMI conidial

Patogeno de cepas (ug-mL™) (ug-mL™) (ng'mL™) (ng-mL™")
B. cinerea 10% R 127 170 121 163

B. cinerea 90% S 0,34 0,48 0,06 0,09

P. expansum 48% R 1.653 4.148 696 2.713
P. expansum 52% S 0,11 0,43 0,11 157,8

" Promedio de 10 cepas (Apéndices XV y XVI).
* Promedio de 46 cepas (Apéndices XVII y X VIII).

Inhibicién de las pudriciones (ensayo in vivo)

Ensayo 1 para Botrytis cinerea: Herida del fruto, aplicacion del agroquimico y
posterior inoculacién del patégeno.

La dosis comercial de Scholar® 50 WP inhibi6 el desarrollo de pudriciones de todas las
cepas de Botrytis cinerea. Todos los tratamientos redujeron los didmetros de pudricién
observados en el testigo del ensayo 1 (Cuadro 10), determindndose que los tratamientos
mads efectivos correspondieron a la dosis comercial de Scholar® 50 WP y Tecto® 500 SC,
seguidos la dosis comercial de Lonlife plus® SC. Finalmente las dosis comerciales de
Biorend® SC y BC-1000® presentaron un menor efecto sobre el control de la pudricién
(Cuadro 10).

Ensayo 2 para Botrytis cinerea: Aplicacion del agroquimico, herida del fruto e
inoculacion del patégeno.

En el ensayo 2, los tratamientos mds efectivos correspondieron a las dosis comerciales de
Scholar® 50 WP y Lonlife plus® SC, en segundo lugar al tratamiento de Biorend® SC,
luego a Tecto® 500 SC y finalmente al tratamiento de BC-1000® (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de los diferentes agroquimicos en el didmetro promedio de pudricién en
manzanas Fuji inoculadas con Botrytis cinerea.

Diametro promedio de la pudriciéon (cm)

Tratamiento Ensayo 17 Ensayo 2"
Testigo 6,16a 591a
BC-1000® 4,66 b 421 b
Biorend® SC 4,15 b 2,30 d
Lonlife plus® SC 0,57 ¢ 0,00
Scholar® 50 WP 0,00 d 0,00
Tecto® 500 SC 0,31 «cd 301 ¢

a: Herida del fruto-aplicacién del agroquimico-inoculacién del patégeno.
b: Aplicacion del agroquimico-herida del fruto-inoculacién del patégeno.

Ensayo 1 para Penicillium expansum: Herida del fruto, aplicacion del agroquimico y
posterior inoculacién del patégeno.

En este ensayo todas las cepas de Penicillium expansum fueron controladas por la dosis
comercial de Scholar 50 WP (ausencia de pudricion en los frutos). Los demds tratamientos
fueron similares entre si, presentdndose algin grado de pudricién en los frutos inoculados.
En este caso el tratamiento mas efectivo fue Scholar® 50 WP, en segundo lugar las dosis
comercial de Lonlife plus® SC y Tecto® 500 SC aunque este ultimo sin diferencias
significativas con Biorend® SC y la dosis comercial de BC-1000® presenté un
comportamiento similar al testigo (Cuadro 11).

Ensayo 2 para Penicillium expansum: Aplicacion del agroquimico, herida del fruto e
inoculacion del patégeno.

En el ensayo 2 para Penicillium expansum el tratamiento mds efectivo fue Scholar® 50 WP,
en segundo lugar el tratamiento con Lonlife plus® SC y posteriormente las dosis
comerciales de Tecto 500 SC y Biorend® SC, aunque estas ultimas sin diferencias
significativas con BC-1000®. El tratamiento de BC-1000® nuevamente no se diferenci6
estadisticamente del testigo (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efecto de los diferentes agroquimicos en el didmetro promedio de pudricién en
manzanas Fuji inoculadas con Penicillium expansum.

Diametro promedio de la pudriciéon (cm)

Tratamiento Ensayo 1° Ensayo 2"
Testigo 4,11a 4,06a
BC-1000® 3,97a 3,74ab
Biorend® SC 346 b 3,39 b
Lonlife plus® SC 279 ¢ 191 ¢
Scholar® 50 WP 0,02 d 0,38 d
Tecto® 500 SC 3,10 bc 3,65 b

a: Herida del fruto-aplicacién del agroquimico-inoculacién del patégeno.
b: Aplicacion del agroquimico-herida del fruto-inoculacién del patégeno.
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DISCUSION

Patogenicidad de las cepas

En el presente estudio la totalidad de las cepas recuperadas correspondieron a P. expansum,
lo que coincide con lo planteado por Spotts y Cervantes (1986), quienes observaron que a
pesar de que varias especies del genero Penicillium afectan manzanas, s6lo las cepas de
Penicillium expansum fueron patogénicas. En afios posteriores, Rosenberger et al., (1991)
confirmaron esta afirmacién; en un estudio realizado en especies pomdceas demostraron
que se pueden encontrar al menos 11 especies del género Penicillium causando la pudricién
azul en manzanas siendo P. expansum la predominante.

Sensibilidad in vitro para micelio y conidias

De acuerdo a los resultados, la aplicacion in vitro de la dosis recomendada de BC-1000®
Liquido (150 cc-hL™") equivalente a 1500 pg-mL'1 (AFIPA 2006-2007), no es capaz de
controlar el crecimiento miceliar ni la germinacién conidial de los dos patégenos analizados.
Resultados similares fueron obtenidos en ensayos realizados en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Chile, donde la formulacién de BC-1000® utilizada no
ejercié6 un buen control sobre micelio como tampoco sobre conidias de Botrytis y otros
patégenos. Cabe destacar que otras formulaciones como BC-1000® Dust y otras
formulaciones logran resultados mds efectivos que la formulacién evaluada en estos
ensayos (con ECsg del orden de 100 p g-mL'l)l, por lo que el bajo control observado de BC-
1000® se podria atribuir al tipo de formulacién utilizada, mas que al ingrediente activo.

En relacion al ingrediente activo Poly-D-glucosamina (Biorend® SC) éste presenté menor
efectividad sobre las cepas de Penicillium expansum que sobre las de Botrytis cinerea. La
ECsy promedio para P. expansum fue de 500 y de 423 pg-mL'l, para micelio y conidias,
respectivamente, mientras que para B. cinerea las ECs, fueron de 312 pg-mL" para micelio
y de 220 pg-mL'1 para la germinacién conidial. Los mecanismos por los cuales este
ingrediente activo, conocido como “quitosano”, presenta un efecto antifingico no han sido
del todo dilucidados. Sin embargo, existen hipdtesis como por ejemplo que interactda a
nivel de la membrana plasmatica interfiriendo en sus funciones y afectando la actividad de

! Profesor Jaime R. Montealegre A., Ingeniero Agrénomo, Universidad de Chile, Departamento de Sanidad
Vegetal (Comunicacion personal).
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la quitina desacetilasa influyendo en el balance entre la biosintesis y degradacién de los
componentes de la pared celular (Herndndez et al., 2005), lo que podria haber afectado el
desarrollo de ambos patégenos en los ensayos realizados, inhibiendo su crecimiento in vitro.

En los ensayos in vitro realizados para germinacién conidial de Botrytis cinerea,
fludioxonil (Scholar® 50 WP) inhibié en un 50% este crecimiento a concentraciones
inferiores a 0,03 pg-mL"', corroborando los resultados obtenidos en ensayos realizados por
Rosslenbroich y Stuebler (2000). Por otro lado, Errampalli (2004) sefiala que algunas cepas
de Botrytis han desarrollado cierto grado de resistencia a fludioxonil en condiciones de
laboratorio, presumiendo posibles mutaciones, lo que no fue corroborado en los ensayos
realizados durante el desarrollo de este trabajo ya que todas las cepas de Botrytis cinerea
fueron sensibles a este fungicida. El mismo autor sefiala que en Penicillium expansum
podria ocurrir lo mismo debido a la alta presiéon de seleccién que se genera al usar
reiteradamente el mismo fungicida, para su control. Para evitar esto el autor recomienda
una combinacion de este agroquimico con otros fungicidas, con modos de accién diferente
a este para ser incorporados en un programa de manejo de la enfermedad.

Para Penicillium expansum estudios anteriores sefalan que fludioxonil ha sido efectivo en
inhibir el crecimiento miceliar de este patdgeno, aunque los valores de ECsy descritos han
sido menores que en los obtenidos en este estudio, entre 0,013 y 0,023 pg-mL™" (Errampalli,
2004), entre 0,015 y 0,058 pg-mL"' (Olaya et al., 2005) y entre 0,011 y 0,068 pg-mL™" (Li y
Xiao, 2008). En ensayos similares realizados por Errampalli (2004) en Ontario, Canad4, se
encontraron rangos de ECsg para fludioxonil en conidias menores que en el presente estudio
(entre 0,079 a 0,113 ug-mL™), Li y Xiao (2008) observaron que fludioxonil inhibi6
eficazmente la germinacion conidial sefialando que ésta fue completamente inhibida a 0,1
ug-mL™, valor muy inferior al obtenido en este estudio. Los resultados obtenidos en esta
investigaciéon demuestran la importancia de determinar las lineas bases de un fungicida para
un patégeno determinado, antes de su introduccion a un pais o mercado.

En relacion a tiabendazol (Tecto® 500 SC) el 10% de las cepas de B. cinerea evaluadas en
este estudio resultaron ser resistentes tanto para crecimiento miceliar como para
germinacion conidial. Mientras que el 48% de las cepas de P. expansum fueron clasificadas
como cepas resistentes a este ingrediente activo, segun el criterio de resistencia indicado
por Sholberg et al. (2005) (cepas resistentes a tiabendazol cuando las ECsop > 1 u g-mL'l).

En estudios similares realizados por Lima et al. (2006) en diferentes aislados de Botrytis
cinerea presentaron valores de ECsy altamente sensibles a tiabendazol (menores a 2
ug-mL™"), mientras que otros aislados se comportaron como altamente resistentes (ECsq >
500 ug-mL™).
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Segin Prusky et al. (1985), los primeros hallazgos de resistencia a los benzimidazoles en
cepas de Penicillium expansum se detectaron en Israel en 1977, hasta entonces la poblacién
de este hongo habia sido uniformemente sensible a tiabendazol con una ECsy promedio de
5,5 ug-mL™". Después de una temporada con una alta incidencia de pudricién en cdmaras de
peras, cepas resistentes de este patégeno mostraron valores de ECsy a este ingrediente
activo de 2.000 pg-mL’1 en conidias aisladas del aire de dichas cdmaras. Baradit et al.
(2003) confirmaron este hallazgo realizando ensayos in vitro para tiabendazol en cepas de
Penicillium expansum provenientes de peras en la region de Emilia Romagna, Italia, en el
que determinaron que el 82% de ellas fueron resistentes a tiabendazol, desarrollando su
micelio por sobre las 200 pg-mL™. Lo anteriormente expuesto indica que existe un alto
grado de resistencia a tiabendazol en cepas de Penicillium expansum. Baradit et al. (2003)
manifiestan que mas del 60% de las cepas testeadas en ensayos similares, las conidias de
dicho patégeno germinaron a altas concentraciones del fungicida, siendo sus ECsy y CMI
superiores a 200 p g-mL'l.

Inhibicién de las pudriciones (ensayo in vivo)

Segin resultados obtenidos por Herrera er al. (2010), el uso de Biorend®, BC-1000® y
Lonlife® en ensayos realizados en manzanas, controlaron el desarrollo de pudriciones por
Botrytis cinerea en mas de un 50%, aunque ninguno logré un 100% de control de la
pudricién con respecto al testigo (aplicacion de fungicida sintético) y en ensayos realizados
por Montealegre et al. (2010) obtuvieron resultados muy similares con Biorend® y BC-
1000® controlando significativamente las pudriciones causadas por Botrytis cinerea (en un
80% con respecto al control), con aplicaciones de estos fungicidas después de la cosecha.
Estos resultados difieren con algunos de los obtenidos en este estudio, ya que BC-1000®
no logré un control efectivo de la pudricién de este patdgeno (independiente del momento
de aplicacién del fungicida) y sélo en algunos logré diferenciarse del testigo. Es importante
destacar que en el presente estudio la formulacién utilizada de este fungicida no fue la que
comercialmente se utiliza (formulacién especialmente producida para estos ensayos).
Montealegre et al. (2010) postulan que los tratamientos de poscosecha con BC-1000® no
inhiben la pudriciéon causada por Botrytis cinerea pero puede suprimir de manera
significativa la podredumbre en condiciones controladas de almacenamiento.

Para el caso de Biorend® y Lonlife® si se obtuvieron resultados similares a los obtenidos
por Herrera et al. (2010), en donde ambos fungicidas ejercieron un control de la pudricion.
En el caso de Biorend® el periodo de aplicacién influyé en los resultados ya que
aplicaciones del agroquimico antes de la inoculacién fueron més efectivas, diferente a lo
planteado por Montealegre et al. (2010) quienes postulan que aplicaciones antes y después
de la cosecha suprimen de igual manera la podredumbre gris en manzanas (en un 50%)
comparado con otras aplicaciones de fungicidas de origen natural.
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Aplicaciones de poscosecha mediante inmersién con fludioxonil en dosis de 100 pg-mL™
en ensayos realizados en Ontario, Canadéd, fueron efectivas para el control de Penicillium
expansum después de 6 dias a 20°C (Errampalli, 2004). Si bien en este estudio la
evaluacion fue inmediatamente después de un periodo prolongado de frio, los resultados de
estos autores concuerdan con los obtenidos en esta investigacion, donde las aplicaciones de
la dosis comercial de 90 pg-mL™" fueron las més efectivas en el control de este patégeno,
independiente del momento de aplicacion del fungicida.

Segin Lennox et al. (2004), en estudios efectuados en peras, las aplicaciones de
tiabendazol antes del almacenaje resultaron ser efectivas en el control de Botrytis cinerea,
pero no presentaron efecto alguno sobre el control de Penicillium expansum). Para estos
ensayos el momento de aplicacion incidié directamente sobre el control de Botrytis cinerea,
ya que cuando el agroquimico fue aplicado después de efectuarse la herida existié6 un
control de la pudricién, mientras que al aplicarse antes de ésta no existié control del
patégeno. En el caso de Penicillium expansum tiabendazol no fue efectivo contra la
pudricién en ninguno de ambos casos al igual que lo sefialado por Lennox et al. (2004).

En resumen se puede concluir que Penicillium expansum es el patdgeno mds frecuente en
poscosecha de manzanas, existiendo un alto porcentaje de cepas no patogénicas las cuales
se encuentran de manera saprofita afectando los frutos, y en menor proporcion las cepas de
Botrytis cinera, las que afectan a los frutos principalmente durante el crecimiento y
desarrollo del cultivo.

De acuerdo al objetivo planteado en esta memoria se corroboré la existencia de una alta
resistencia in vitro de las cepas de Penicillium expansum al ingrediente activo tiabendazol y
s6lo una cepa resistente al mismo producto en Botrytis cinerea de todas las cepas
analizadas (con valores de ECsy mayores a 1 pg-mL™). La posibilidad de usar fludioxonil
frente a esas mismas cepas resulté una muy buena alternativa tanto in vitro como in vivo
demostrandose en los resultados un 100% de sensibilidad de ambos patégenos a este
ingrediente activo. Los productos naturales evaluados obtuvieron una eficacia intermedia
entre tiabendazol (cepas resistentes) y fludioxonil, con excepcion de la formulacién
utilizada de extracto de semilla de citrico (BC-1000®) que no inhibi6 el desarrollo in vitro
e in vivo de ninguna de las cepas fungosas estudiadas.

Finalmente es importante destacar que no se detectaron grandes diferencias respecto del
momento de aplicacién del fungicida en los ensayos realizados in vivo, lo relevante en estos
ensayos fue el producto aplicado, resultando con la mayor eficacia fludioxonil. Estos
tratamientos deben realizarse siempre en poscosecha de manzanas con el fin de disminuir la
carga de in6culo del patégeno durante el almacenamiento de los frutos y evitar el desarrollo
de pudriciones durante su transporte hasta los mercados de destino.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en las que se realizé este estudio, permiten concluir que:

e Un bajo porcentaje de cepas de Botrytis cinera (10%) resultaron ser resistentes a
tiabendazol, mientras que un importante ndmero de cepas (48%) de Penicillium
expansum fueron resistentes a este ingrediente activo.

¢ Fludioxonil demostré ser un fungicida eficaz para el control de Botrytis cinerea y
Penicillium expansum, lograndose un 100% de eficacia en ambos patégenos.

e [ 0s resultados con la formulacién de BC-1000® tanto in vitro como in vivo fueron
concordantes, siendo ineficaz en el control de Botrytis cinera y Penicillium expansum.

¢ Lonlife plus® SC ejerci6 tanto en los ensayos in vitro como in vivo un control
relativosobre Botrytis cinera y Penicillium expansum.

¢ Biorend® SC ejerci6 un leve control de Botrytis cinera 'y Penicillium expansum.
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APENDICES

Apéndice 1. EC5y y CMI del extracto de citrico para micelio y conidias de todas las cepas
de Botrytis cinerea evaluadas.

Cepa ECs (ug-mL™) CMI (pg-mL™)
1 > 3.000 > 5.000
2 > 3.000 > 5.000
3 > 3.000 > 5.000
4 > 3.000 > 5.000
5 > 3.000 > 5.000
6 > 3.000 > 5.000
7 > 3.000 > 5.000
8 > 3.000 > 5.000
9 > 3.000 > 5.000

[y
=}

> 3.000 > 5.000
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Apéndice I1. ECsy y CMI del extracto de citrico para micelio y conidias de todas las cepas
de Penicillium expansum evaluadas.

Cepa ECs(ug'mL™") CMI (ug'mL") Cepa ECs (ug'mL”") CMI (ug-mL™)

1 > 3.000 > 5.000 24 > 3.000 > 5.000
2 > 3.000 > 5.000 25 > 3.000 > 5.000
3 > 3.000 > 5.000 26 > 3.000 > 5.000
4 > 3.000 > 5.000 27 > 3.000 > 5.000
5 > 3.000 > 5.000 28 > 3.000 > 5.000
6 > 3.000 > 5.000 29 > 3.000 > 5.000
7 > 3.000 > 5.000 30 > 3.000 > 5.000
8 > 3.000 > 5.000 31 > 3.000 > 5.000
9 > 3.000 > 5.000 32 > 3.000 > 5.000
10 > 3.000 > 5.000 33 > 3.000 > 5.000
11 > 3.000 > 5.000 34 > 3.000 > 5.000
12 > 3.000 > 5.000 35 > 3.000 > 5.000
13 > 3.000 > 5.000 36 > 3.000 > 5.000
14 > 3.000 > 5.000 37 > 3.000 > 5.000
15 > 3.000 > 5.000 38 > 3.000 > 5.000
16 > 3.000 > 5.000 39 > 3.000 > 5.000
17 > 3.000 > 5.000 40 > 3.000 > 5.000
18 > 3.000 > 5.000 41 > 3.000 > 5.000
19 > 3.000 > 5.000 42 > 3.000 > 5.000
20 > 3.000 > 5.000 43 > 3.000 > 5.000
21 > 3.000 > 5.000 44 > 3.000 > 5.000
22 > 3.000 > 5.000 45 > 3.000 > 5.000

[\°)
w9

> 3.000 > 5000 46 > 3.000 > 5.000
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Apéndice III. ECsy y CMI de poly-D-glucosamina para micelio de todas las cepas de
Botrytis cinerea evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™) CMI (pg-mL™)
1 244 928
2 246 1.561
3 366 4.313
4 377 4.851
5 377 2.715
6 238 5.430
7 331 10.427
8 324 2.447
9 326 3.173
10 294 4.974
Promedio 312 4082

Apéndice IV. ECsy y CMI de poly-D-glucosamina para conidias de todas las cepas de
Botrytis cinerea evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™?) CMI (pg-mL™)
1 206 497
2 224 477
3 237 516
4 233 515
5 205 546
6 218 478
7 219 477
8 234 516
9 228 512

10 199 541

Promedio 220 507
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Apéndice V. ECsy y CMI de poly-D-glucosamina para micelio de todas las cepas de
Penicillium expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI
Cepa  (ugmL") Cepa (ugmL") Cepa (ugomL’) Cepa (ug-mL”)
1 1.248 24 4.120 1 5.000 24 5.000
2 2.890 25 942 2 5.000 25 4.761
3 1.254 26 1.016 3 5.000 26 5.000
4 2.649 27 1.075 4 5.000 27 5.000
5 1.812 28 1.313 5 5.000 28 5.000
6 3.371 29 967 6 5.000 29 5.000
7 588 30 1.074 7 5.000 30 5.000
8 1.160 31 1.087 8 5.000 31 5.000
9 3.100 32 2.574 9 5.000 32 5.000
10 1.955 33 1.090 10 5.000 33 5.000
11 1.159 34 2.035 11 5.000 34 5.000
12 1.883 35 905 12 5.000 35 5.000
13 1.689 36 1.683 13 5.000 36 5.000
14 1.309 37 1.277 14 5.000 37 5.000
15 784 38 2.783 15 5.000 38 5.000
16 1.399 39 2.022 16 5.000 39 5.000
17 1.077 40 2.299 17 5.000 40 5.000
18 2.535 41 3.325 18 5.000 41 5.000
19 1.342 42 2.006 19 5.000 42 5.000
20 143 43 1.673 20 5.000 43 5.000
21 2.435 44 880 21 5.000 44 5.000
22 1.685 45 617 22 5.000 45 3.014
23 1.480 46 1.220 23 5.000 46 5.000

Promedio 2.479 4.952




34

Apéndice VI. ECsy y CMI de poly-D-glucosamina para conidias de todas las cepas de
Penicillium expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI
Cepa (ugmL") Cepa (ugmL") Cepa  (ugmL"') Cepa  (ug-mL”)
1 161 24 216 1 222 24 371
2 159 25 849 2 227 25 5.000
3 150 26 776 3 216 26 4.909
4 157 27 518 4 234 27 5.000
5 148 28 675 5 232 28 5.000
6 160 29 749 6 220 29 5.000
7 168 30 351 7 501 30 5.000
8 172 31 352 8 253 31 3.029
9 188 32 183 9 479 32 812
10 181 33 833 10 262 33 5.000
11 215 34 226 11 1.292 34 376
12 250 35 797 12 391 35 2.398
13 173 36 207 13 263 36 393
14 221 37 242 14 378 37 371
15 209 38 216 15 319 38 389
16 211 39 312 16 335 39 1.326
17 1.758 40 219 17 5.000 40 369
18 227 41 222 18 373 41 374
19 239 42 356 19 323 42 618
20 301 43 399 20 401 43 709
21 265 44 1.489 21 978 44 5.000
22 211 45 325 22 370 45 893
23 1.013 46 1.996 23 3.064 46 5.000

Promedio 423 1.602
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Apéndice VII. EC5) y CMI de citrex para micelio de todas las cepas de Botrytis cinerea
evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™) CMI (pg-mL™)
1 249 3.280
2 284 2.000
3 258 3.566
4 192 4.447
5 1 1.106
6 203 4.343
7 1 1.644
8 424 5.000
9 239 5.000
10 44 5.000
Promedio 189 3.539

Apéndice VIII. ECsy, y CMI de citrex para conidias de todas las cepas de Botrytis cinerea
evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™") CMI (pg-mL™)
1 2.702 > 5.000
2 3.000 > 5.000
3 3.000 > 5.000
4 3.000 > 5.000
5 3.000 > 5.000
6 3.000 > 5.000
7 3.000 > 5.000
8 1.837 > 5.000
9 2.702 > 5.000
10 3.000 > 5.000

Promedio 2.824 > 5.000
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Apéndice IX. ECsy y CMI de citrex para micelio de todas las cepas de Penicillium
expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI
Cepa (ug'mL”’ Cepa (ug'mL' Cepa (ug-mL™') Cepa (ug-mL™)
1 111 24 163 1 148 24 5.000
2 943 25 88 2 5.000 25 597
3 1.306 26 244 3 5.000 26 1.517
4 997 27 15 4 4.011 27 892
5 127 28 229 5 401 28 709
6 462 29 118 6 5.000 29 361
7 701 30 306 7 5.000 30 639
8 525 31 120 8 1.430 31 387
9 528 32 441 9 5.000 32 5.000
10 1.372 33 102 10 5.000 33 399
11 283 34 507 11 723 34 1.534
12 1.179 35 302 12 5.000 35 2.010
13 303 36 501 13 5.000 36 3.481
14 655 37 1.017 14 5.000 37 5.000
15 126 38 300 15 381 38 4.586
16 525 39 243 16 1.430 39 1.451
17 97 40 943 17 136 40 5.000
18 414 41 379 18 4.557 41 5.000
19 197 42 390 19 1.737 42 5.000
20 121 43 359 20 5.000 43 5.000
21 599 44 102 21 5.000 44 142
22 180 45 603 22 5.000 45 1.803
23 131 46 106 23 741 46 145

Promedio 423 2.855
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Apéndice X. EC5p y CMI de citrex para conidias de todas las cepas de Penicillium
expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI
Cepa (ugmL") Cepa (ugmL") Cepa (ug'mL") Cepa (ug-mL™)
1 108 24 14 1 226 24 115
2 67 25 14 2 213 25 114
3 79 26 15 3 237 26 107
4 109 27 35 4 224 27 440
5 27 28 19 5 125 28 212
6 109 29 36 6 235 29 395
7 118 30 35 7 299 30 326
8 102 31 15 8 220 31 107
9 104 32 110 9 202 32 233
10 81 33 17 10 179 33 99
11 25 34 96 11 223 34 219
12 101 35 19 12 206 35 397
13 14 36 97 13 115 36 242
14 98 37 94 14 208 37 245
15 25 38 83 15 257 38 289
16 25 39 84 16 115 39 255
17 27 40 101 17 78 40 244
18 37 41 79 18 247 41 267
19 33 42 91 19 138 42 287
20 101 43 80 20 206 43 282
21 101 44 55 21 244 44 760
22 25 45 85 22 113 45 238
23 25 46 80 23 84 46 270

Promedio 63 229
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Apéndice XI. EC5y y CMI de fludioxonil para micelio de todas las cepas de Botrytis
cinerea evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™") CMI (pg-mL™)
1 0,01 0,30
2 0,01 0,22
3 0,02 1,51
4 0,01 0,10
5 0,03 0,30
6 0,02 0,32
7 0,01 0,28
8 0,02 1,30
9 0,01 0,72
10 0,03 1,67
Promedio 0,02 0,67

Apéndice XII. ECsy y CMI de fludioxonil para conidias de todas las cepas de Botrytis
cinerea evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™) CMI (ug-mL™)
1 0,01 0,25
2 0,01 0,19
3 0,02 1,51
4 0,01 0,08
5 0,03 0,26
6 0,02 0,32
7 0,01 0,28
8 0,02 0,97
9 0,01 0,23
10 0,01 0,82

Promedio 0,02 0,49
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Apéndice XIII. ECsy y CMI de fludioxonil para micelio de todas las cepas de Penicillium
expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI
Cepa  (pg'mL’) Cepa (ugmL"') Cepa (ug'mL’') Cepa  (ug'mL™)
1 0,17 24 0,01 1 0,65 24 1,46
2 0,14 25 0,01 2 1,98 25 2,62
3 0,16 26 0,01 3 1,23 26 1,86
4 0,16 27 0,01 4 0,71 27 2,08
5 0,27 28 0,01 5 12,47 28 8,01
6 0,15 29 0,01 6 1,02 29 7,50
7 0,13 30 0,01 7 0,42 30 5,01
8 0,15 31 0,21 8 0,80 31 1,19
9 0,18 32 0,08 9 1,27 32 0,57
10 0,36 33 0,12 10 0,85 33 8,81
11 0,36 RY 0,18 11 0,85 RY 4,15
12 0,14 35 0,20 12 0,43 35 3,16
13 0,15 36 0,21 13 0,94 36 0,95
14 0,16 37 0,15 14 1,58 37 0,96
15 0,21 38 0,14 15 5,30 38 1,01
16 0,01 39 0,15 16 1,50 39 0,89
17 0,01 40 0,16 17 1,77 40 1,26
18 0,01 41 0,19 18 1,48 41 0,81
19 0,01 42 0,14 19 1,00 42 1,01
20 0,01 43 0,32 20 7,69 43 0,78
21 0,01 44 0,29 21 2,30 44 5,96
22 0,01 45 0,16 22 1,17 45 1,07
23 0,01 46 0,13 23 1,72 46 1,54

Promedio 0,13 2,43
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Apéndice XIV. ECsy y CMI de fludioxonil para conidias de todas las cepas de Penicillium
expansum evaluadas.

ECsp ECs CMI CMI
Cepa  (pg'mL”) Cepa (ugmL") Cepa (ug'mL’') Cepa  (ug-mL™)
1 0,25 24 0,32 1 1,04 24 0,62
2 0,27 25 0,32 2 0,67 25 0,62
3 0,28 26 0,32 3 0,70 26 0,62
4 0,27 27 0,33 4 0,75 27 0,62
5 0,28 28 0,32 5 0,78 28 0,62
6 0,27 29 0,23 6 0,78 29 0,62
7 0,32 30 0,25 7 0,62 30 0,71
8 0,27 31 0,26 8 0,73 31 0,69
9 0,26 32 0,34 9 0,68 32 0,66
10 0,27 33 0,34 10 0,78 33 0,65
11 0,27 34 0,34 11 0,90 RY 0,64
12 0,26 35 0,27 12 0,86 35 0,55
13 0,29 36 0,34 13 0,65 36 0,62
14 0,25 37 0,33 14 0,62 37 0,61
15 0,26 38 0,32 15 0,76 38 0,63
16 0,27 39 0,33 16 0,61 39 0,78
17 0,24 40 0,34 17 0,57 40 0,61
18 0,20 41 0,27 18 1,08 41 0,63
19 0,30 42 0,29 19 0,66 42 0,68
20 0,26 43 0,29 20 0,73 43 0,69
21 0,27 44 0,29 21 0,73 44 0,68
22 0,29 45 0,27 22 0,62 45 0,68
23 0,24 46 0,33 23 0,69 46 0,80

Promedio 0,29 0,70
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Apéndice XV. ECs5y y CMI de tiabendazol para micelio de todas las cepas de Botrytis
cinerea evaluadas.

Cepa ECs) (ug-mL™) CMI (pg-mL™)
1 0,10 0,15
2 0,08 0,12
3 0,09 0,14
4 0,12 0,18
5 0,55 0,75
6 126,51 170,39
7 0,55 0,75
8 0,55 0,75
9 0,85 1,18
10 0,20 0,30
Prom. Cepa Resistente 127 170
Prom. Cepas sensibles 0,34 0,48

Apéndice XVI. ECsy y CMI de tiabendazol para conidias de todas las cepas de Botrytis
cinerea evaluadas.

Cepa ECso (ug-mL™?) CMI (pg-mL™)
1 0,07 0,10
2 0,07 0,10
3 0,05 0,08
4 0,05 0,08
5 0,07 0,10
6 121 163
7 0,05 0,08
8 0,07 0,10
9 0,07 0,10
10 0,07 0,11
Prom. Cepa Resistente 121 163

Prom. Cepas sensibles 0,06 0,09
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Apéndice XVII. ECsy y CMI de tiabendazol para micelio de todas las cepas de Penicillium
expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI

Cepa (ug'mL") Cepa (ug'mL™") Cepa (ug'mL") Cepa (ug-mL™)
1 198 24 0,10 1 390 24 0,15
2 3.000 25 0,09 2 5.000 25 0,14
3 3.000 26 0,09 3 5.000 26 1,75
4 3.000 27 0,10 4 5.000 27 0,15
5 0,10 28 0,10 5 0,15 28 0,15
6 0,10 29 0,10 6 0,14 29 0,15
7 >3.000 30 0,05 7 5.000 30 0,08
8 590 31 0,10 8 5.000 31 0,14
9 1,74 32 3.000 9 5.000 32 5.000
10 0,09 33 0,07 10 0,14 33 0,11
11 129 34 0,46 11 324 34 5,00
12 0,05 35 0,09 12 0,08 35 0,14
13 3.000 36 123 13 5.000 36 5.000
14 1.525 37 3.000 14 5.000 37 5.000
15 1.256 38 121 15 5.000 38 5.000
16 116 39 0,07 16 181 39 0,11
17 0,05 40 >3.000 17 0,08 40 5.000
18 2.146 41 0,45 18 5.000 41 6,64
19 170 42 3.000 19 356 42 5.000
20 0,08 43 0,00 20 1,95 43 5.000
21 0,05 44 0,05 21 0,08 44 0,08
22 2.676 45 3.000 22 5.000 45 5.000
23 0,05 46 0,05 23 0,08 46 0,08
Prom. Resistentes 1.653 4.148

Prom. Sensibles 0,11 0,43
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Apéndice XVIII. ECso y CMI de tiabendazol para conidias de todas las cepas de

Penicillium expansum evaluadas.

ECs ECs CMI CMI

Cepa (ugmL”) Cepa (ugmL’) Cepa (ugmL”) Cepa (ug-mL™)
1 100 24 283 1 5.000 24 476
2 1.384 25 0,10 2 5.000 25 2,54
3 3.000 26 0,10 3 5.000 26 2,26
4 78 27 0,10 4 238 27 3,52
5 0,10 28 0,10 5 9,54 28 17
6 0,10 29 0,04 6 31 29 57
7 87 30 0,10 7 5.000 30 1,70
8 160 31 0,10 8 302 31 49
9 0,10 32 41 9 1.592 32 5.000
10 0,10 33 0,10 10 22 33 91
11 17 34 0,37 11 262 34 73
12 0,05 35 0,10 12 1.513 35 13
13 101 36 0,07 13 230 36 0,10
14 3.000 37 73 14 5.000 37 205
15 133 38 44 15 5.000 38 649
16 205 39 0,10 16 5.000 39 13
17 0,10 40 3.000 17 14 40 5.000
18 312 41 0,22 18 681 41 7
19 17 42 62 19 5.000 42 813
20 3.000 43 0,07 20 5.000 43 0,11
21 0,10 44 0,10 21 42 44 2,26
22 47 45 166 22 147 45 687
23 0,10 46 0,01 23 2,54 46 228
Prom. Resistentes 696 2.713
Prom Sensibles 0,11 157,79




