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RESUMEN

En el presente trabajo se determina la presencia y distribucién de la micoflora
resistente a los fungicidas tiabendazol, benomilo e imazalil en diversas zonas de
cinco centrales hortofruticolas de Lleida. Las zonas estudiadas fueron: zona de recep-
cidn, pasillos, zona de seleccién manual y cdmaras. Asf mismo, fue investigada la
distribucién de las cepas de P. expansum resistentes a los benzimidazoles y de las
cepas de Penicillium spp. resistentes al imazalil, aisladas del ambiente, superficie
de frutas y embalajes en las diversas zonas estudiadas.

La mayoria de las cepas resistentes pertenecen al género Penicillium (96, 7%).
Se identifican como P. expansum el 4.7% del total de cepas resistentes de Penici-
llium aisladas.

Destaca el hecho de que la totalidad de las cepas de P. expansum ensayadas
resistentes al tiabendazol y benomilo fueron sensibles al fungicida imazalil y presen-
taron capacidad de producir podredumbre cuando fueron inoculadas en manzanas.
El 60, 7% de estas cepas presentaron capacidad potencial de producir patulina.
Ninguna de las cepas de Penicillium resistentes al imazalil fue identificada como
P. expansum. El 89% de las cepas ensayadas presentaron capacidad de producir
podredumbre. Ninguna de las cepas de Penicillium resistente al imazalil presentaron
capacidad de producir patulina.

Palabras clave: Penicillium expansum, Post-cosecha, Frutas de pepita, Tiabendazol,
Benomilo, Imazalil.

SUMMARY
OCCURRENCE OF FUNGIC STRAINS RESISTANT TO THE MOST COMMON
FUNGICIDES IN POSTHARVEST OF POME FRUITS IN LLEIDA

The aim of the present work is determining the distribution of mycoflora present
in several areas which is resistant to the fungicides thiabendazole, benomyl and
imazalil, in five apple packinghouses in Lleida province (Spain). The following four
areas were studied: reception zone, passages, manual selection zone and cold storage
rooms.



1. VINAS, J. USALL. N. TEIXIDO, V. SANCHIS

The most of fungicide resistant strains belonged to Penicilllium genus (96.7%).
The 4.7% of them were classified as P. expansum. Of all P. expansum strains tested,
the ones that were resistant to thiabendazole and benomyl| were controlled by imaza-
Iil. The resistant strains showed capacity to decay the pome fruit tissue when inocu-
lated on apples. The potential capacity for patulin production was detected in 60.7%

of the strains.

None of the Penicillium strains resistant to imazalil was identified as P. expan-
sum. Pome fruit tissue was decayed by 89% of the strains assayed. None of the
Penicillium strains resistant to imazalil showed capacity to produce patulin.

Key words: Penicillivm expansum, Postharvest, Pomme fruits, Thiabendazole, Be-

nomyl, Imazalil.

Introduccién

La contaminacién por hongos de la fruta
de pepita conservada en cdmara puede pro-
ducirse en el huerto o en la misma central
hortofruticola. En esta tltima el proceso in-
feccioso se inicia durante el tratamiento de
post-recoleccion, en el paso de la cadena
de seleccién o durante la conservacién en
el interior de la camara frigorifica. En ésta,
las posibles vias de contaminacién parten
del inéculo fingico conservado en las pare-
des, del desarrollado sobre los embalajes y
del existente en el aire. Los géneros con
especies patdgenas mds frecuentes en las
cdmaras frigorificas son Penicillium, Botry-
tis, Rhizopus, Alternaria, Cladosporium, Fu-
sarium y Trichothecium (MOReau, 1957,
PRATELLA, 1960; PaLazON y RODRIGUEZ,
1977).

El género Penicillium es de gran impor-
tancia en la industria agroalimentaria, por
su elevada incidencia, asi como por la faci-
lidad para desarrollarse en los més diversos
substratos. En el sector frigorista espafiol
es el patégeno que mayor porcentaje de po-
dredumbres ocasiona, siendo Ja podredum-

bre azul, causada por el P. expansum Link,
la principal alteracién fiingica que presen-
tan las frutas en conservacién, ya que
puede llegar a producir del 80-90% de los
dafios (ANDERSON, 1956).

El tratamiento en post-recoleccién me-
diante duchas que contienen fungicidas y
un antiescaldado, es comtnmente utilizado
como medida para prevenir los dafios en
las frutas almacenadas por periodos de
tiempo que oscilan entre los 3 y 9 meses
en condiciones de atmdsfera controlada. En-
tre los fungicidas més utilizados durante
los dltimos 20 afios destacan los benzimi-
dazoles y, mds concretamente en Espafia,
el tiabendazol (TBZ) que ha sido mayorita-
riamente empleado en post-cosecha de
fruta dulce, por su gran efectividad en el
control del P. expansum (BEATLE y OuUTH-
RED, 1970; BEN-ARIE, GUELFAT-REICH,
1973).

Los benzimidazoles son efectivos en pre-
venir la infeccién fiingica que provoca da-
fios en los frutos durante el almacena-
miento (Eckert, 1978). Sus propiedades
erradicantes pueden ser atribuidas a su pe-
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netracién a través de la cuticula y llegada
al lugar de infeccion (BEN-ARIE, 1975). Los
benzimidazoles afectan a la funcién mité-
tica de las células fingicas (DavIDSE,
1973). La selectividad caracteristica de és-
tos fungicidas sistémicos da lugar, por un
lado, a la posibilidad de eliminacién del
pardsito o a la inhibicién de su desarrollo
sin dafiar a la planta huésped; pero, por
otro lado, al riesgo de que el nimero de
cepas resistentes sea mayor que para los
fungicidas convencionales, cuya accién no
se circunscribe a un punto, sino que es con-
secuencia de una multilocalizacién.

La gran eficacia del tiabendazol en post-
cosecha de fruta de pepita produjo una ge-
neralizacién en su uso y al mismo tiempo
motivé la aparicién de cepas resistentes,
con la consecuente disminucién en el con-
trol de la enfermedad (Prusky et al.,
1980a). Cepas resistentes han sido detecta-
das en manzanas y peras en frigoconserva-
ciéon en Estados Unidos (BERTRAND y
SauLie-CArRTER, 1978; ROSENBERGER Y
MEYER, 1979), en Australia (KXOFFMANN et
al., 1978; Wicks, 1977), en Israel (PrRUskY
et al., 1980b; Prusky y Ben-ARIE, 1983) y
en Espafia (ViNas ef al., 1989).

El desarrollo de resistencias flingicas a
los fungicidas de la familia de los benzimi-
dazoles ha estimulado la bisqueda de nue-
vos fungicidas. Uno de estos nuevos fungi-
cidas es el imazalil, que controla a los P.
expansum resistentes al tiabendazol en fru-
tas de pepita (Burton y DEwEy, 1981) y P.
digitatum e P. italicum en citricos (TUSET
et al., 1981; Eckert et al.,, 1981). El ima-
zalil es un fungicida sistémico con un am-
plio espectro antifingico. Sus propiedades
fungicidas contra las podredumbres causa-
das por el Penicillium spp. fueron referen-
ciadas por LaviLLE en 1973. El fungicida
actta a nivel de la biosintesis del ergosterol
por inhibicién de la C-14 dimetilacién del

lanosterol o del 24-metilen-24, 25-dihidro-
lanosterol, produciendo la acumulacién de
los C-14 metil esterol precursores (BUCHE-
NAUER, 1977; SiEGEL y RAGSDALE, 1978,
VANDEN BOSSCHE et al., 1984; KERKENAAR
et al., 1984 y 1986). La fungitoxicidad de
los inhibidores de la dimetilacion (DMIs)
ha sido atribuida al agotamiento del ergos-
terol y a la acumulacion de los precursores
del esterol en las membranas fiingicas. Este
anormal contenido del esterol causa hiper-
fluidez en la membrana, da lugar a cambios
en la permeabilidad de la membrana y acti-
vidad de los enzimas relacionados con la
membrana (KaTo, 1986).

Las probabilidades de desarrollo de ce-
pas resistentes al imazalil se esperaba que
fuesen muy bajas (KOLLER y SCHEINPFLUG,
1987). Sin embargo, pocos afios después de
la aparicion de las primeras cepas resisten-
tes en condiciones de laboratorio (De
WaarD et al., 1982), fueron detectadas ya
en centrales hortofruticolas cepas resisten-
tes de P. digitatum en citricos (DAVE et al.,
1989; Eckert, 1987).

El objetivo del presente trabajo fue el
estudio, en diferentes zonas de 5 Centrales
hortofruticolas, de la distribucidn de la mi-
coflora resistente a los benzimidazoles (tia-
bendazol y benomilo) y al imazalil. Se de-
termina, asi mismo, la posible patogenici-
dad de las cepas resistentes en manzanas y
se caracteriza a las mismas mediante la rea-
lizacién de diversas pruebas.

Material y métodos

Toma de muestras

La toma de muestras se realizd en 5 cen-
trales hortofruticolas de la provincia de
Lleida, mediante 3 visitas periddicas por
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campaifia fruticola, durante las campaias
1985-86, 86-87 y 87-88.

Se recogieron un total de 270 muestras
de 4 4dreas de la central: zona de recepcion,
area de seleccién manual, pasillo e interior
de las cdmaras (3 cdmaras por central). Se
establecié la contaminacion fingica ambien-
tal en las 4 zonas indicadas, mientras que
la de la superficie de la fruta y embalajes
s6lo se determinaba en la zona de seleccién
manual e interior de las cdmaras (Véase
tabla I de distribucién de la toma de mues-
tras).

Para la determinacion de las cepas resis-
tentes se utilizaron tres fungicidas: tiaben-
dazol, benomilo e imazalil, los dos prime-
ros a la dosis de 40 mg m.a. por ml
(Prusky et al., 1980b; ROSENBERG e! al.,
1979) y para el imazalil a 20 mg m.a. por
ml (PrRUsKY y BEN-ARIE, 1985). Se conside-
raba que una cepa era resistente a un fungi-
cida determinado cuando la cepa podia cre-
cer en el medio de cultivo patata dextrosa
agar (PDA) al que se le habfa adicionado
previamente el fungicida hasta alcanzar las
concentraciones antes mencionadas.

La toma de muestras de la contamina-
cién fingica ambiental resistente se realizé
mediante la apertura, durante 30 seg., de
placas Petri con medio PDA con el fungi-
cida correspondiente, mientras que la con-
taminacion flngica de la superficie de fru-
tas y embalajes se determinaba poniendo
en contacto placas Rodac, con el medio
PDA con fungicidas, con la superficie de
frutos y embalajes, realizando al mismo
tiempo una ligera presion en el medio de
cultivo con el fin de que las esporas fungi-
cas quedasen adheridas al mismo.

Se utilizé para cada toma de muestras,
5 placas Petri (contaminacion fungica am-
biental) y 10 placas Rodac (5 placas para
la contaminacién superficial de manzanas
y 5 placas para los embalajes). El periodo

de incubacién de las placas fue de 7 dias
y la temperatura de 25° C.

Aislamiento e identificacién de las cepas
aisladas

Con el conjunto de cepas crecidas en las
placas con medio PDA con fungicidas se
procedié al aislamiento en PDA y posterior
identificacion siguiendo las monografias re-
comendadas para los diferentes géneros fin-
gicos. En el género Penicillium las descri-
tas por Raper y THom (1949), en la Alter-
naria los criterios de ErLis (1971, 1976) y
para el resto de los géneros se ha seguido
la monografia de BARNETT y HUNTER,
(1973).

Pruebas de resistencia cruzada

La determinacién de la resistencia cru-
zada de las cepas de Penicillium expansum
resistentes al tiabendazol se realizé sem-
brando en estria las cepas resistentes, en
medio de cultivo PDA con los fungicidas
benomilo e imazalil respectivamente. En el
caso de las cepas resistentes al benomilo se
sembraron en estria en medio de cultivo
PDA con los fungicidas tiabendazol e ima-
zalil respectivamente. En todos los casos
las dosis de fungicidas fueron las indicadas
para la deteccién de cepas resistentes. El
periodo de incubacién fue de 7 dias a 25°
C de temperatura.

Las pruebas se realizaron con 28 cepas
de P. expansum resistentes al tiabendazol
y 28 cepas resistentes al benomilo, repre-
sentativas del conjunto de cepas aisladas en
base a sus caracteristicas morfolégicas y
culturales. Se consideraba que una cepa era
resistente a un fungicida cuando crecia en
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el medio que contiene a ese determinado
fungicida.

Pruebas de patogenicidad

Para la determinacién de la capacidad pa-
togénica de las cepas resistentes al tiaben-
dazol, benomilo e imazalil se siguid la me-
todologia descrita por PRUSKY y BEN-ARIE
(1983). En primer lugar se procedié a la
desinfeccion superficial con etanol 96% de
manzanas sanas de la variedad “Golden De-
licious™ seleccionadas para ésta prueba. Se-
guidamente se extrajeron mediante un bis-
turf, en condiciones asépticas, dos cubos de
| em?® por manzana. La prueba se realizé
con tres manzanas por cepa.

Paralelamente, se sembraron las cepas
flingicas resistentes en placas Petri con me-
dio PDA y se incubaron durante 7 dias a
25° C de temperatura. Después de éste pe-
riodo de tiempo, se realizé el corte del me-
dio con el micelio en secciones aproxima-
das de 1 cm?, mediante un bisturi en condi-
ciones asépticas. A continuacion, se colo-
caron las secciones de micelio en el interior
de los agujeros realizados previamente en
las manzanas, procediéndose a la incuba-
cién de las manzanas durante 10 dfas y a
25° C de temperatura. Al cabo de éste
tiempo se midi6 el didmetro de podredum-
bre y se estudiaron las caracteristicas mor-
folégicas (color, aspecto, etc) de las podre-
dumbres producidas en todas las manzanas.

La prueba se realizé con 28 cepas de P.
expansum resistentes al tiabendazol, 28 ce-
pas de P. expansum resistentes al benomilo
y 36 cepas de Penicillium resistentes al ima-
zalil que fueron identificadas previamente.

Capacidad potencial de produccién de
patulina

Para la determinacién de la capacidad po-
tencial de produccién de patulina, se utili-
zaron las mismas cepas fingicas de las prue-
bas anteriores, empledndose la metodologia
descrita por FILTENBORG y Frisvap (1980).

Previa a la realizaciéon del mencionado
método, se procedidé a la siembra de las
cepas resistentes en placas Petri con medio
Glucosa-Extracto de levadura-Agar (GYA),
incubandose durante 10 dias a 25° C de
temperatura. Posteriormente, con un saca-
bocados de 3.5 mm de didmetro interior, en
condiciones asépticas, se practicé una inci-
sién en el medio GYA con el moho cre-
cido. Estos discos se depositaban sobre una
cromatoplaca de silica gel 60 G/UV254, rea-
lizando una ligera presién y retirando el
disco a continuacion, después de haberse
impregnado la placa con el medio que con-
tendrd posiblemente la patulina que habré
sido excretada en el mismo. En la cromato-
placa se aplicaba también el patrén de pa-
tulina.

Por ditimo, se colocaba la cromatoplaca
en una cubeta que, como fase mévil conte-
nia cloroformo: acetona (9:1) y para confir-
mar los resultados se repetia el procedi-
miento usando el TEF (tolueno, acetato de
etilo, 4cido férmico (5:4:1)) como fase moé-
vil. A continuacion, las placas se revelaban
pulverizdndolas con una solucién del 0, 5%
de MBTH (3-metilbenzotiazol -2-hidrazon-
hidroclorida). Finalmente se observaban las
manchas cromatogréficas bajo luz ultravio-
leta de longitud de onda de 360 nm, deter-
mindndose por comparacién con el patrén
de patulina las cepas que presentaban la
capacidad de producir patulina.



I. VINAS, J. USALL, N. TEIXIDO, V. SANCHIS

Resultados

Estudio de la micoflora resistente al
tiabendazol

El total de cepas resistentes al tiabenda-
zol fue de 8192, de las cuales el 97.1%
fueron identificadas como Penicillium, el
2.3% como Alternaria y el 0.6% pertene-
cientes a otros géneros (Cladosposium, Rhi-
zopus, Mucor, Trichoderma).

El conjunto de las 7956 cepas de Penici-
llium resistentes al tiabendazol fueron ais-
ladas en un 66.8% de las muestras proce-
dentes de la contaminacién fiingica ambien-
tal, el 28.6% de la contaminacién fdngica
de la fruta y el 4.3% de la contaminacién
de la superficie de los embalajes.

En lo que concierne a la distribucion de
las cepas de Penicillium resistentes al tia-
bendazol aisladas de la contaminacién fiin-
gica ambiental y superficie de la fruta se
ha observado que proceden en su gran
mayoria del interior de las cdmaras estudia-
das, mientras que las cepas resistentes ais-
ladas de la superficie de los embalajes se
distribuyen en similares porcentajes entre
las diferentes zonas estudiadas. (Tabla 2).

En el ambiente del 56.5% de las camaras
y en el 52.2% de las zonas de recepcion
estudiadas se han detectado cepas del gé-
nero Penicillium resistentes al tiabendazol,
mientras que las cepas de Alternaria resis-
tentes al tiabendazol se presentaron en me-
nor proporcién, siendo las zonas de selec-
cién manual e interior de las cdmaras
donde se observaron los mds altos porcen-
tajes, 35% y 33% respectivamente (Gréfico
1).

En cuanto a la contaminacién flingica re-
sistente al tiabendazol presente en la super-
ficie de la fruta y embalajes se observa que

es el género Alternaria el que alcanza una’
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mayor incidencia, con porcentajes del
63.5% en las zonas de seleccién manual
(en fruta) y 66% de las zonas de recepcion
(en embalajes). Véase graficos n.° 2 y 3.

Estudio de la micoflora resistente al
benomilo

El total de cepas resistentes al benomilo
aisladas fue de 5088, de las cuales el
97.1% fueron identificadas como Penici-
llium, el 2% como Alternaria y el 0, 9%
pertenecian a otros géneros (Cladosporium,
Rhizopus, Mucor, Trichoderma, Aspergi-
Hus).

El conjunto de las 4942 cepas de Penici-
lium resistentes al benomilo fueron aisla-
das en un 75.8% de las muestras proceden-
tes de la contaminacién fingica ambiental,
el 13.2% de la contaminacién fungica de
la superficie de la fruta y el 11% de la
contaminacion de la superficie de los em-
balajes.

En cuanto a la distribucién de las cepas
de Penicillium resistentes al benomilo de la
contaminacidén fungica ambiental, superfi-
cie de frutas y embalajes se ha observado
que procedian en su gran mayoria del inte-
rior de las cdmaras. Véase tabla 3.

En el ambiente, del 67.5% de las zonas
de seleccion manual y el 65.5% de los pa-
sillos estudiados, se han detectado cepas
del género Penicillium resistentes al beno-
milo, mientras que en el interior de las ca-
maras fue algo inferior (54.5%) (Grifico
4). Se observa, asi mismo, una alta inciden-
cia del género Penicillium en la contamina-
cidn fungica de los embalajes de las zonas
de recepcion y selecciéon manual (75% en
ambos casos) (Grifico 6).

En las cepas del género Alternaria resis-
tentes al benomilo, estaban presentes en



CUADRO |
DI_STRIBUCION DE TOMAS DE MUESTRAS POR CENTRAL HORTOFRUTICOLA Y CAMPANA

Visita | (Enero)

Visita 2 (Marzo)

Visita 3 (Mayo)

Toma de Sup. Sup. Sup.
Muestras Ambiental Sup. Fruta Embalajes Ambiental Sup. Fruta Embalajes Ambiental Sup. Fruta embalajes
Cdmara | a . . a . . a . .
Cdmara 2 o . . a . . O . °
Cédmara 3 O . . ] . . 0 o .
S. Manual O . . D . . 0 . °
Recepcion m] a a
Pasillos m] ] m]

0 Contaminacién determinada con 5 placas Petri
e Contaminacién determinada con 5 placas Rodac
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CUADRO 2
CONTAMINACION FUNGICA RESISTENTE AL TIABENDAZOL

Penicillium Alternaria Otros géneros
Zonas estudiadas n.° cepas % n.° cepas %o n.° cepas %
AMBIENTAL
Zona de recepcién 61 1,1 17 22,7 8 25,0
Selecciéon manual 90 1,7 16 213 8 25,0
Pasillos 1508 28,4 3 4,0 3 9,4
Cémaras 3663 68.8 39 52,0 13 40,6
SUPERFICIE DE FRUTA
Seleccién manual 103 4,5 13 15,7 2 20,0
Camaras 2118 95.5 70 84,3 8 80,0
SUPERFICIE EMBALAIJES
Selecciéon manual 147 430 1 3.4 4 57,2
Camaras 195 57,0 28 96.6 3 42,8
TOTAL CEPAS 7956 187 49

CUADRO 3

CONTAMINACION FUNGICA RESISTENTE AL BENOMILO

Penicillium Altemaria Otros géneros
Zonas estudiadas n.° cepas % n.° cepas Yo n.° cepas %
AMBIENTAL
Zona de recepcidn 41 1,1 8 16.0 5 25,0
Seleccién manual 179 4.8 7 14,0 6 30,0
Pasillos 1059 283 13 26,0 5 25,0
Cémaras 2467 65,8 22 44,0 4 20,0
SUPERFICIE DE FRUTA
Seleccién manual 141 21,6 7 20,0 4 44,5
Cémaras 511 78,4 28 80,0 5 55,5
SUPERFICIE EMBALAIJES
Seleccién manual 128 235 2 10,5 7 53,8
Cémaras 416 76,5 17 89,5 6 46,2

TOTAL CEPAS 4942 104 42
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mayor porcentaje en la contaminacién fiin-
gica de la superficie de frutas en el interior
de las cdmaras estudiadas en un 57%
(Véase grafico n® 5) mientras que las aisla-
das de la contaminacién fungica de la su-
perficie de la fruta procedian practicamente
en su totalidad del interior de las cdmaras
(96.2%) (Véase gréfico 7).

Estudio de micoflora resistente al
imazalil

El total de cepas aisladas resistentes al
imazalil fue de 180, de las cuales el 70%
pertenecian al género Penicillium. Otros gé-
neros identificados fueron: Cladosporium
(15.2%), Alternaria (7.7%), Trichoderma
(6%) y Rhizopus (1.1%).

Del conjunto de las 126 cepas de Penici-
llium resistentes al imazalil fueron aisladas
en un 55% de la contaminacion fingica am-
biental y el 42% de la contaminacién fun-
gica de la superficie de la fruta y el 3% de
la superficie de embalajes.

En lo que respecta a la distribucion de
las cepas de Penicillium resistentes al ima-
zalil aisladas de la contaminacion fiingica
ambiental se ha observado que son los pa-
sillos donde se han aislado el mas alto por-
centaje (60.1%), mientras que las aisladas
de la contaminacién fingica de la superfi-
cie de la fruta proceden practicamente en
su totalidad del interior de las cdmaras (96,
2%) (Grdfico n.° 7).

Identificacion de las cepas aisladas de
Penicillium

Del conjunto de las 7956 cepas aisladas
del género Penicillium resistentes al tiaben-
dazol, se identificaron 440 cepas como P.
expansum por sus caracteristicas morfold-

gicas, culturales y microscépicas. Esta can-
tidad representa el 5.5% del total de cepas
de Penicillium resistentes al tiabendazol ais-
ladas. De éste porcentaje, el 88.5% de las
cepas proceden de la contaminacién fin-
gica ambiental, el 6.1% de la contamina-
cion de la superficie del embalaje, y el
5.4% de la superficie de Jos embalajes.

Del conjunto de las 4942 cepas del gé-
nero Penicillium resistentes al benomilo se
identificaron 178 cepas de la especie P. ex-
pansum, que representa el 3.6% del total de
cepas de Penicillium resistentes al beno-
milo. De éste porcentaje, el 54% de las
cepas proceden de la contaminacién fun-
gica ambiental, el 3.9% de la contamina-
cién de la superficie de la fruta y el 42%
de la superficie de los embalajes. Ninguna
de las cepas de Penicillium resistentes al
imazalil utilizadas en las pruebas de carac-
terizacién fueron identificadas como P. ex-
pansum, Las 36 cepas de Penicillium resis-
tentes al imazalil utilizadas en las pruebas
de caracterizacién de cepas, fueron identifi-
cadas como P. cyaneo-fulvum, P. variabile,
P. rugulosum, P. minioluteum, P. tardum,
P. pinophilum, y Penicillium spp., siendo
P. variabile el que se presenta en mayor
porcentaje (33.3%) y el resto de las espe-
cies con porcentajes que oscilaban del 8.4
al 2.8%.

Caracterizacion de las cepas resistentes

En los resultados de las pruebas de resis-
tencia cruzada, se observé que todas las
cepas de P. expansum ensayadas resistentes
al tiabendazol lo eran también al benomilo
y viceversa. As{ mismo, se observé que el
total de cepas de P. expansum ensayadas
resistentes al tiabendazol y benomilo fue-
ron sensibles al imazalil.
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En las pruebas realizadas para determi-
nar la capacidad de produccién de podre-
dumbre de las cepas resistentes, éstas ma-
nifestaron capacidad para ello. La consis-
tencia, el aspecto y el color de las podre-
dumbres fueron similares a los que origi-
nan las cepas de P. expansum no resisten-
tes en manzanas. Con respecto a las cepas
de Penicillium spp. resistentes al imazalil
se observé que el 89% de las cepas presen-
taron capacidad de producir podredumbre,
pero siempre de tamafio menor y color mds
oscuro que las originadas por P. expansum
en manzanas.

Con respecto a las pruebas realizadas
para determinar la capacidad potencial de
producir patulina se observé que el 60, 7%
de las cepas de P. expansum resistentes en-
sayadas presentaban ésta capacidad. Estos
resultados estdn en concordancia con los
obtenidos por ScoTT y BuLLERMANN (1975)
en sus trabajos, en los que detectaron que
el 66.9% de las cepas de P. expansum ais-
ladas de la superficie de manzanas presen-
taban capacidad de producir patulina, mien-
tras que ninguna de las cepas de Penici-
lium spp. resistentes al imazalil presenta-
ron ésta capacidad.

Discusion

La mayoria de las cepas de Penicillium
resistentes a los fungicidas tiabendazol y
benomilo provienen de la contaminacidn
fingica ambiental, fundamentalmente del in-
terior de las cdmaras. Debido a que el be-
nomilo pertenece a la misma familia de fun-
gicidas que el tiabendazol, no resulta ex-
traftio la aparicién de éste gran nimero de
cepas de Penicillium resistentes, aunque en
menor ndmero, debido a que el benomilo
no estd autorizado en post-recoleccién de
peras y manzanas en Espafia.
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La totalidad de cepas de P. expansum
ensayadas resistentes al tiabendazol y be-
nomilo son sensibles al imazalil y presen-
tan también capacidad de producir podre-
dumbre, por lo que el desarrollo de la resis-
tencia a los fungicidas empleados, no ha
afectado a esta capacidad, confirmdndose la
gravedad que supone la existencia de estos
tipos de cepas en el proceso de conserva-
cién de la fruta.

Las cepas de Penicillium resistentes al
imazalil no pertenecen a la especie P. ex-
pansum, pero la mayoria de ellas pueden
producir podredumbre, aunque de menor ta-
mafio, en igualdad de condiciones de incu-
bacién a las de esta tltima especie.

El 60.7% de las cepas de P. expansum
resistentes al tiabendazol tienen capacidad
de producir patulina, por lo que las cepas
resistentes que permanezcan en el fruto
cuando éste sea triturado para la obtencién
de zumo, podran producir patulina si las
condiciones de cultivo son idéneas.

Conclusiones

Se demuestra que en las centrales hay
una elevada tasa de contaminacién por
parte de cepas de Penicillium resistentes al
tiabendazol y al benomilo y que algunas de
estas cepas pertenecen a la especie P. ex-
pansum, principal hongo causal de podre-
dumbres. Asi mismo se observa que estas
cepas han sido aisladas, en su mayoria, de
la contaminacién fingica ambiental del in-
terior de las cdmaras frigorificas.

Otro hecho preocupante es que se han
aislado cepas de Penicillium resistentes al
imazalil, con capacidad de producir podre-
dumbre en manzanas. Esta materia activa
es hasta el momento la mds efectiva en el
control de P. expansum, ya que ninguna de
las cepas resistentes aisladas pertenece a
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Fig. 1. Incidencia de la contaminacién fingica ambiental resistente al Tiabendazol.
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Fig. 2. Incidencia de la contaminacidn fingica de la superficie de la fruta resistente al Tiabendazol.
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Fig. 3. Incidencia de la contaminacién fingica de la superficie de los embalajes resistentes al
Tiabendazol.
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Fig. 4. Incidencia de la contaminacion fingica ambiental resistente al Benomilo.
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B Recepcion
B Seleccién manual
O Camaras

% de
incidencia

Géneros Rhizopus
presentes
Camaras

Seleccién
Recepcion  manual

Zonas estudiadas

Fig. 6. Incidencia de la contaminacion fungica de la superficie de los embalajes resistente al
Benomilo.



1. VINAS. J. USALL. N. TEIXIDO. V. SANCHIS

60+

O Ambiente

ESup. fruta
M Sup. embalaje

50+

40+

30

N° de cepas

204

1 0 . A0END

04

Recepcion S. manual

Pasillos Camaras

Zonas estudiadas

Fig. 7. Distribucién de la contaminacién flingica resistente al imazalil.

esta especie. No se ha apreciado la apari-
cién de resistencias maltiples en las cepas
de P. expansum resistentes al tiabendazol
y benomilo frente al imazalil, de diferente
modo de accidn.

Una dltima conclusion que se puede ob-
tener de este estudio es que se debe contro-
lar el proceso de produccién de zumo de
manzana y especialmente la calidad de la
fruta utilizada, para evitar problemas de pre-
sencia de toxinas, especialmente de la patu-
lina.
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