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Resumen

El comercio de citricos en fresco constituye un pilar basico de la citricultura espa-
nola, al que debe prestarse toda la atencién debido a su importancia econémica.

En una agricultura moderna, dificilmente se puede prescindir del uso de productos
quimicos, pero la posible presencia de residuos en los alimentos es una cuestion
que, cada vez, por minima que ésta sea, preocupa mas a la opinién publica, si
resulta desfavorable para su salud.

El sector de los citricos debe abordar un cambio que suponga la implantaciéon de
nuevos métodos de producciéon, manipulacion y conservacion de frutos ajustada a
los tiempos actuales, que aseguren la calidad total de los mismos. La adecuacién
de algunos tratamientos postcosecha (desverdizado, aplicacion de recubrimientos
y frigoconservacion, etc) a los parametros de recolecciéon razonables es importante
para la consecuciéon de alimentos seguros, saludables y de alta calidad en el siglo
XXI.

El efecto germicida de la irradiacién UV-C se ha ensayado con éxito en diferentes
alimentos, pero no a escala industrial en la manipulacién de citricos, como un
método de desinfeccion superficial a temperatura ambiente que no deja residuos
en el producto, por lo que se considera una buena alternativa para la conservacion
de alimentos. Las enfermedades de postcosecha, es decir, aquellas enfermedades
que afectan a los frutos desde que son recolectados hasta que llegan al consumidor,
provocan pérdidas econémicas importantes al sector citricola.

Las pérdidas provocadas por las enfermedades son muy variables y dependen del
area productora, la especie, el cultivar, la edad y condicién de los arboles; las con-
diciones climatologicas durante toda la campana, la época y forma de recoleccion;
el manejo de los frutos en postcosecha, las condiciones de almacenamiento y el
mercado de destino. En el ambito mundial destacan las pérdidas producidas por
patogenos de herida estrictos como Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. o Peni-
cillium italicum Wehmer, causantes, respectivamente, de las podredumbres verde
y azul.
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El cambio de paradigma, igual que en la produccién integrada en campo, debe
basarse en la estrategia denominada CINCEP (Control Integrado No Contami-
nante de Enfermedades de Postcosecha), basada en el conocimiento profundo de
la epidemiologia de los patdgenos y de los factores que determinan su incidencia en
precosecha, cosecha y postcosecha para incidir de forma global sobre el problema,
actuando sobre cada uno de estos factores en el momento adecuado para minimizar
las pérdidas econémicas

La irradiacion UV-C tiene su méximo pico de emisién a 254 nm y se ha comprobado
que es en esta longitud de onda donde presenta su mayor acciéon germicida, por lo
que ha sido ampliamente estudiada en varios tejidos vegetales.

En funcion de la intensidad y longitud de onda, la irradiacion UV puede inducir un
estrés biologico en plantas y activar algunos mecanismos de defensa de los tejidos
vegetales, con la consecuente produccion de fitoalexinas.

La inmersion en agua caliente es un método fisico para el control de enfermedades
mucho mas sencillo y practico que puede dar buenos resultados, especialmente
en combinacién con otros tratamientos de distinta naturaleza. La facilidad de
utilizaciéon de la luz UV-C y el agua caliente como tratamientos combinados se
debe sobre todo a su doble modo de accion.

Los efectos tanto del calor como de las irradiaciones sobre las enfermedades de
postcosecha pueden ser directos o indirectos.

La irradiaciéon con UV-C se considera una potencial herramienta adicional en la
estrategia de tratamientos combinados para el control del podrido de los citricos,
aunque la radiaciéon UV-C por si mismo no puede alcanzar la alta eficiencia de
control del podrido de los fungicidas utilizados en la actualidad. Los objetivos
especificos son los siguientes:

= Disenar y evaluar varios prototipos de aplicador ultravioleta para el trata-
miento postcosecha de citricos, empleando lamparas de emision de UV-C,
entre otras de mercurio a baja presion.

= Establecer la actividad curativa y preventiva contra la podredumbre verde
causada por el patogeno Penicillium digitatum de exposiciones de frutos
citricos (mandarinas o naranjas) a iluminacién UV-C sola o en combinacion
con otro tratamiento antifingico de postcosecha como es el agua caliente.

= Probar distintas dosis de aplicaciéon de UV-C en los prototipos para establecer
el rango de dosis efectivas, y no fitotoxicas.

= Relacionar la capacidad de control de los tratamientos con los principales
parametros de calidad externa e interna del fruto, su grado de madurez y su
susceptibilidad a Penicillium digitatum.



= Determinar la efectividad de los tratamientos de UV-C solos o combinados
en los cultivares comerciales de mandarina y naranja més importantes de la
Comunidad Valenciana.

De los resultados obtenidos en los distintos prototipos, el que ha proporcionado
mejores resultados ha sido el prototipo namero IIT , en el que se aplica la UV sobre
la rulada en movimiento.

Los resultados obtenidos indican que el efecto de la UV produce un efecto de
hormesis indirecto sobre el fruto en ensayos preventivos. La combinacién con agua
caliente mejora también los resultados en la estrategia combinada de agua caliente
seguida de aplicacion de UV-C, en el aplicador de UV sobre rulada (prototipo
namero III), y no viceversa.

Las condiciones de maduracion a lo largo de la campana influyen en los resultados
de las dosis aplicadas. A dosis mas altas la UV puede provocar efectos no deseados,
minimizando los danos con la aplicacion combinada de agua caliente. Las dosis
estudiadas que han dado buenos resultados en las distintas épocas de la maduraciéon
de las variedades de mandarina y naranja son las siguientes:

2,5 kJ/m? en fruta con la madurez comercial, sometida a desverdizacion, y en un
rango entre 5 y 10 kJ/m? cuando el fruto alcanza la maduracion fisiolégica, que
varfa en funcién de las caracteristicas de fruto a lo largo de la campana, y siempre
en combinacién con agua caliente.
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Abstract

Fresh citrus trade constitutes a basic pillar of the Spanish citrus industry, which
should be given all the attention because of its economic importance.

In modern agriculture, the widespread use of chemicals is common, but the possible
presence of residues in food is an issue of increasing importance for public health
opinion.

The citrus industry must address a change involving the introduction of new meth-
ods for fruit production, handling and storage to ensure the overall quality of the
fruit. The adaption of some postharvest treatments (greening application of coat-
ings, cold storage, etc.) to the fruit characteristics at harvest is important for
achieving safe, healthy and high quality food in the XXI century.

The germicidal effect of UV-C irradiation has been successfully tested in different
foods but not at an industrial scale as a method for surface disinfection at room
temperature of fresh citrus fruit without leaving residues on the product, which is
considered a good alternative for food preservation.

Postharvest diseases affect the fruit from harvest to the consumer table, and cause
significant economic losses to the citrus industry. Losses from disease are highly
variable and depend on the production area, species, cultivar, age and condition
of the trees; weather conditions throughout the season, the time and method
of harvest, postharvest handling of the fruit, storage conditions and destination
market.

At the global level, important economic losses are caused by strict wound pathogens
such as Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Sacc, and Penicillium italicum Wehmer
that cause, respectively, citrus postharvest green and blue molds. The paradigm
change, as in the care of field integrated production should be based on a In-
tegrated Clean Postharvest Disease Control strategy (CINCEP), based on deep
knowledge of the pathogen epidemiology and all the preharvest and postharvest
factors that determine their incidence in order to incise on it at the right time to
minimize economic losses.
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UV-C irradiation has a maximum emission peak at 254 nm and has been found that
this wavelength provides the greatest germicidal action, which has been extensively
studied in various plant tissues.

Depending on the intensity and wavelength, UV irradiation can induce a biological
stress in plants and activate some defense mechanisms of plant tissues, with the
consequent production of phytoalexins.

Immersion in hot water is a physical method to control postharvest diseases in an
easy and practical way that can give good results, especially in combination with
other treatments of different nature.

The feasibility of UV-C light and hot water used in combination is mainly due to
their dual mode of action. The effects of both heat and irradiation treatments on
postharvest diseases can be direct or indirect.

Irradiation with UV-C is considered a potential additional tool in CINCEP strate-
gies for the control of citrus decay, although UV-C alone cannot achieve the high
efficacy of the fungicides used nowadays for disease control.

The specific objectives are to:

= Design and evaluate several prototypes for ultraviolet light application to
citrus fruit after harvest, using lamps emitting UV-C, including low pressure
mercury.

= Evaluate the curative and preventive activity against green mold caused
by the pathogen Penicillium digitatum on mandarins and oranges, exposed
to UV-C light alone or in combination with another postharvest antifungal
treatment such as hot water.

= Evaluate different application doses of UV-C on the designed prototypes to
establish the effective and no phytotoxic range.

= Relate the control ability of the treatments with the main external an internal
fruit quality parameters, fruit maturity and fruit susceptibility to Penicillium
digitatum.

= Determine the effectiveness of UV-C treatment alone or in combination with
hot water on the most important commercial cultivars of mandarin and or-
ange in Valencia.

The results obtained with the prototypes, showed that the best prototype is num-
ber III, in which the UV light is applied over rotating rollers.



The results indicate that UV light has an indirect hormetic effect on the fruit
in preventive trials. The combination with hot water also improves the results
when applied in the sequence of hot water followed by application of UV-C in the
rotating UV applicator prototype III, but not vice versa.

Fruit ripening conditions along the season influence the efficacy of the applied
dose of UV-C and higher doses can cause undesirable phytotoxic, which can be
minimized by the combination with hot water. The studied doses that have been
more effective for mandarins and oranges at different ripening stages are: 2.5kJ/m?
on fruit at commercial maturity and subjected to degreening, and the range 5 to
10kJ /m? on fruit that has reached physiological maturity, which varies depending
on the characteristics of the fruit along the season and always in combination with
hot water.
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Resum

El comerg de citrics en fresc constitueix un pilar basic de la citricultura espanyola,
al que ha de prestar-se tota ’atenci6 a causa de la seua importancia economica.

En una agricultura moderna, dificilment es pot prescindir de I'us de productes
quimics, pero la possible preséncia de residus en els aliments és una qiiestié que,
cada vegada, per minima que aquesta siga, preocupa més a 'opinié publica, si
resulta desfavorable per a la seua salut.

El sector dels citrics ha d’abordar un canvi que supose la implantacié de nous mé-
todes de produccid, manipulacié i conservacié de fruits ajustats als temps actuals,
que asseguren la qualitat total dels mateixos. L’adequacié d’alguns tractaments
postcollita (desverditzat, aplicacié de recobriments i frigoconservacio, etc) als pa-
rametres de recol-leccié raonables, és important per a la consecucié d’aliments
segurs, saludables i d’alta qualitat al segle XXI.

L’efecte germicida de la irradiaci6 UV-C s’ha assajat amb éxit en diferents ali-
ments, perd no a escala industrial en la manipulacié de citrics, com un métode
de desinfeccio superficial a temperatura ambient que no deixa residus en el pro-
ducte, per la qual cosa es considera una bona alternativa per a la conservacié
d’aliments.Les malalties de postcollita, és a dir, aquelles malalties que afecten als
fruits des que son recol-lectats fins que arriben al consumidor, provoquen pérdues
econdmiques importants al sector citricola.

Les pérdues provocades per les malalties son molt variables i depenen de ’area
productora, ’espécie, el cultivar, I’edat i condici6 dels arbres; les condicions clima-
tologiques durant tota la campanya, ’época i forma de recol-leccio; la manipulacio
dels fruits en postcollita, les condicions d’emmagatzematge i el mercat de desti.

En ’ambit mundial destaquen les pérdues produides per patogens de ferida estric-
tes com Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. o Penicillium italicum Wehmer,
causants, respectivament, de les podridures verda i blava.
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El canvi de paradigma, igual que en la produccié integrada en camp, ha de basar-se
en l'estratégia denominada CINCEP (Control Integrat No Contaminant de Malal-
ties de Postcollita), basada en el coneixement profund de l’epidemiologia dels pa-
togens i dels factors que determinen la seua incidéncia en precollita, collita i post-
collita per a incidir de forma global sobre el problema, actuant sobre cadascun
d’aquestos factors en el moment adequat per a minimitzar les pérdues econdmi-
ques.

La irradiaci6 UV-C té el seu maxim pic d’emissié a 254 nm i s’ha comprovat que
és en aquesta longitud d’ona on presenta la seua major accié germicida, per la
qual cosa ha sigut ampliament estudiada en diversos teixits vegetals. En funci6
de la intensitat i longitud d’ona, la irradiaci6 UV pot induir un estrés biologic
en plantes i activar alguns mecanismes de defensa dels teixits vegetals, amb la
conseqiient producci6 de fitoalexinas.

La immersi6 en aigua calenta és un métode fisic per al control de malalties molt
més senzill i practic que pot donar bons resultats, especialment en combinacié amb
altres tractaments de diferent naturalesa.

La facilitat d’utilitzacié de la llum UV-C i l'aigua calenta com a tractaments
combinats es deu sobretot a la seua doble manera d’acci6. Els efectes tant de la
calor com de les irradiacions sobre les malalties de postcollita poden ser directes o
indirectes. La irradiaci6 amb UV-C es considera una potencial eina addicional en
lestratégia de tractaments combinats per al control del podrit dels citrics, encara
que la radiaci6 UV-C per si mateix no pot aconseguir l’alta eficiéncia de control
del podrit dels fungicides utilitzats en I’actualitat.

Els objectius especifics son els segiients:

= Dissenyar i avaluar diversos prototips d’aplicador ultraviolat per al tracta-
ment postcollita de citrics, emprant llums d’emissié d’'UV-C, entre altres de
mercuri a baixa pressio.

= Establir I'activitat curativa i preventiva contra la podridura verda causada
pel patogen Penicillium digitatum d’exposicions de fruits citrics (manda-
rines o taronges) a il-luminacio6 UV-C sola o en combinacié amb un altre
tractament antifangic de postcollita com és ’aigua calenta.

= Provar diferents dosis d’aplicacié d’'UV-C en els prototips per a establir el
rang de dosis efectives, i no fitotoxicas.

= Relacionar la capacitat de control dels tractaments amb els principals para-
metres de qualitat externa i interna del fruit, el seu grau de maduresa i la
seua susceptibilitat a Penicillium digitatum.



= Determinar 'efectivitat dels tractaments d’UV-C solos o combinats en els
cultivars comercials de mandarina i taronja més importants de la Comunitat
Valenciana.

Dels resultats obtinguts en els diferents prototips, el que ha proporcionat millors
resultats ha sigut el prototip niimero III, en el qual s’aplica la UV sobre rodets
en moviment. Els resultats obtinguts indiquen que ’efecte de la UV produeix un
efecte de hormesis indirecte sobre el fruit en assajos preventius. La combinacio
amb aigua calenta millora també els resultats en ’estratégia combinada d’aigua
calenta seguida d’aplicaci6 d’UV-C, en l'aplicador d’UV sobre rodets (prototip
namero I1I), i no viceversa.

Les condicions de maduraci6 al llarg de la campanya influeixen en els resultats
de les dosis aplicades. A dosis més altes la UV pot provocar efectes no desitjats,
minimitzants els danys amb I’aplicaci6 combinada d’aigua calenta. Les dosis estu-
diades que han donat bons resultats en les diferents époques de maduraci6é de les
varietats de mandarina i taronja son les segiients:

2,5 kJ/m? en fruta amb maduresa comercial sotmesa a desverditzacio, i en un
rang entre 5 i 10 kJ/m? quan el fruit aconsegueix la maduracié fisiologica, que
varia en funcioé de les caracteristiques de fruit al llarg de la campanya, i sempre en
combinaci6 amb aigua calenta.
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Justificacion e interés del trabajo

La produccién de citricos en Espana esta en la actualidad pasando por un mo-
mento critico. Son varias las causas de esta situacién, entre ellas, el incremento
de la produccién mundial, la reduccién del consumo en los paises de la Europa
Occidental, la menor demanda que la esperada por parte de los paises del Este
de Europa, la alta presion en el mercado para el consumo de otros productos y la
demanda de citricos producidos con técnicas més respetuosas con la salud de los
consumidores y medio ambiente.

Pero se debe olvidar que el comercio de citricos en fresco constituye un pilar
basico de la citricultura espanola, al que debe prestarse toda la atencion que su
importancia econémica merece.

En una agricultura moderna dificilmente se puede prescindir del uso de productos
quimicos, pero la posible presencia de residuos en los alimentos es una cuestion
que, cada vez, por minima que ésta sea, preocupa més a la opiniéon publica. El
sector de los citricos debe abordar un cambio que suponga la implantacion de
nuevos métodos de producciéon, manipulacién y conservaciéon de frutos ajustada a
los tiempos actuales, que aseguren la calidad total de los mismos. La adecuaciéon
de algunos tratamientos postcosecha (desverdizado, aplicacion de recubrimientos,
frigoconservacion, etc) a los parametros de recolecciéon razonables es importante
para la consecucién de alimentos seguros, saludables y de alta calidad en el siglo
XXI.

El procesado tiene lugar en las centrales citricolas, donde los frutos son, en algu-
nos casos, desverdizados, tratados, limpiados, encerados, seleccionados por color y
tamano, envasados, etc.

Durante el periodo que transcurre desde la recoleccién hasta el consumo, los frutos
son afectados por diversos patdgenos flangicos, causando podridos de fruta en las
centrales hortofruticolas.

El efecto germicida de la irradiacion UV-C se ha ensayado con éxito en diferentes
alimentos, pero no a escala industrial en la manipulacién de citricos como un mé-
todo de desinfeccidon superficial a temperatura ambiente que no deja residuos en
el producto, por lo que se considera una buena alternativa para la conservacion de
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alimentos. Su utilizaciéon a dosis bajas ha tenido éxito en la desinfeccion de fru-
tas y hortalizas. Algunos efectos benéficos atribuidos a la irradiaciéon UV-C son:
induccion de mecanismos de defensa (sintesis de fitoalexinas), los cuales se rela-
cionan positivamente con la resistencia a diferentes patogenos y con la reduccion
de desodrdenes fisiologicos que ocurren durante el almacenamiento en frio; capaci-
dad de mejorar las propiedades nutracéuticas, debido al incremento en los niveles
de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante; e inactivacion de enzimas
relacionadas con los procesos de maduraciéon y senescencia.

El conocimiento de las dosis 6ptimas de tratamiento de las principales variedades
de citricos y de la fisiologia postcosecha, conforman la base para determinar su po-
sibilidad de tratamiento bajo el efecto de la tecnologia UV-C, o de la combinacién
de las diferentes tecnologias postcosecha, entre ellas, el agua caliente.

Los resultados obtenidos para las distintas dosis aplicadas en el presente trabajo
permiten obtener las dosis més adecuadas, no daninas, y el comportamiento del
producto durante la postcosecha.

A la vista de los beneficios que presenta esta tecnologia, se puede implementar en
las lineas de manipulado de citricos, dentro de una estrategia de control integrado
no contaminante de enfermedades de postcosecha (CINCEP).

Aunque la citricultura espanola ha estado condicionada a lo largo de su historia
por dos factores que han marcado su desarrollo: la presencia de enfermedades
graves y la necesidad permanente de innovaciéon de variedades para adaptar la
produccién a las demandas de los consumidores europeos, cada vez més exigentes;
el mantenimiento de la producciéon y competitividad de este sector depende en
gran medida de los aspectos antes comentados, de un cambio en el manejo de la
fruta, empezando ya desde su recolecciéon hasta su llegada a los mercados. Todo
ello puede tener un carécter estratégico muy importante para el futuro de nuestra
citricultura.
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Capitulo 1

Introduccion General

1.1 La comercializacion de los citricos

El consumo en fresco de los frutos es una de las caracteristicas que determinan
la citricultura espanola. Su comercializacion, ademaés, tiene lugar en los mercados
que por proximidad geografica y por tradicion, le son naturales, es decir, los paises
de Europa. Estos paises poseen un elevado poder adquisitivo y exigen una elevada
calidad (Agusti, 2000).

La produccion promedio de citricos en Espana es de 6.100.000 t/afio (MAGRAMA-
2010/11-2014/15). Segtn los balances del sector es de 7.000.000 t/afio. Predominan
las especies dulces: 52 % naranja y 34 % pequernios citricos; limon 13 % y pomelo

1%.

Espaia ocupa el 4° puesto a nivel mundial (4% ) y el 1° puesto en la UE (55 %).
Ademas, esté a la cabeza en produccién para consumo en fresco a nivel mundial,
(Miranda, 2015). Es el primer exportador mundial de citricos para el consumo en
fresco, con aproximadamente el 80 % de la produccion destinada a mercados de
la UE, destacando Alemania y Francia, aunque también hay otros destinos de ex-
portacion importantes fuera de la UE. Actualmente se estan afianzando mercados
asiaticos como seria el caso de China, Corea, y Singapur entre otros, y mercados
como Canadéa y el Golfo Pérsico.

La industria absorbe aproximadamente el 20 % de la producciéon (mayor en limén
y menor en pequefios citricos). Esta ejerce un importante papel regulador del
mercado en fresco (Miranda, 2015).
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En la Tabla 1.1 se indica la situaciéon dominante que ejerce Espana en la exporta-
ciéon de citricos en fresco.

Tabla 1.1: Evolucién de las exportaciones espanolas de citricos en fresco en millones de
toneladas (MT)

Fuente: Base de datos de FAO (2014)

Principales Exportadores de Citricos

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Espana 3.644 3.144 3.479 3.280 3.744 3.844 4.008
Sudafrica 1.306  1.445  1.311 1.490 1.425 1.525 1.643
Turquia 948 825 1.096 1.035 1.216  1.476 1.288
Egipto 800 560 851 928 856 924 1.182
EE.UU 851 1.072 866 1.041 1.134  1.037  1.020
China 563 790 1.085 949 908 1.085  1.001
Meéxico 494 544 484 500 4368 667 575
Grecia 289 342 230 365 462 373 445
Argentina 654 662 517 951 505 454 442
Marruecos 583 529 484 490 530 493 388
Pakistan 133 205 248 351 332 368 351
Italia 179 194 255 223 335 298 255
Chile 93 103 109 139 158 167 169
Australia 131 131 166 164 111 154 167

Exportacién Mundial 12.816 12.967 13.642 14.204 14.596 15.215 15.425




1.1 La comercializacion de los citricos

En la Figura 1.1, se indican las exportaciones a terceros paises de las dos tultimas
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Figura 1.1: Exportaciones a paises terceros

La produccion espaiiola procede de una superficie de 306.303 ha (2013). No obstan-
te, la superficie citricola esta en retroceso. En los tltimos 5 afios han retrocedido
todas las especies (excepto el pomelo) un —3,8 % (Miranda, 2015).
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Figura 1.2: Evolucién superficie citricola

Fuente: Miranda, 2015
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En la Figura 1.3 se indica las superficies en cultivo de las distintas especies en el
2014:

 Naranja

® Mandarina
 Comunidad Valenciana
H Limén  Andalucia
H Region de Murcia
 pomelo o

H Catalufia
: H Baleares
 Naranja

Amarga ® Otras Comunidades

¥ Otros
Citricos

Figura 1.3: Superficie de cultivo de citri- Figura 1.4: Superficie de producciéon por
cos por variedades comunidades autéonomas
Fuente: Sanfeliu (2015) Fuente: Sanfeliu (2015)

La produccion de citricos en Espana se concentra prioritariamente en cuatro Comu-
nidades Auténomas. La Comunidad Valenciana tiene clara hegemonia en produc-
cion de pequenos citricos y naranja, y Murcia tiene el predominio en la produccion
de limén y pomelo (Miranda, 2015).

B Comunidad Valenciana
B Andalucia

H Murcia

H Catalufia

H Baleares

¥ Otras Comunidades

1.13%

0.67% 0.34%

Figura 1.5: Distribuciéon de la superficie de cultivo de naranja en el 2014, por comuni-
dades auténomas.

Fuente: Sanfeliu (2015)
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B Comunidad Valenciana
® Andalucia

¥ Murcia

M Catalufia

M Baleares

B Otras Comunidades

Figura 1.6: Distribucion de la superficie de cultivo de mandarina en el 2014, por comu-
nidades auténomas.

Fuente: Sanfeliu (2015)

En cuanto a la produccién espanola, el naranjo dulce supone alrededor de 3,1 mi-
llones de toneladas y los 'pequenos citricos’, del orden de 2,1 millones de toneladas.

Esta produccion se clasifica en distintos grupos varietales, con distintos calendarios
de comercializaciéon, que origina que se realicen exportaciones durante casi todo el
ano.

Centrandose en las variedades mas importantes, destaca:

Naranja grupo Navel : destaca Navelina (33 % produccion), Navelate, Lane La-
te.

Naranja grupo nuevas tardias : Powell, Chislett etc, Grupo de Blancas, de
gran aptitud industrial. Grupo tardias tradicionales,Valencia Late.

Pequenos citricos : Clementinas (68 % produccion, 1,5 mt; destaca Clemenu-
les con aproximadamente 65 % de produccion de Clementinas), Hibridos de
mandarina (25 %, 0,5 mt); Satsuma (7 %, 0,1 mt).

El calendario de recoleccion de las distintas variedades se presenta en la Figura 1.7.
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CALENDARIO DE RECOLECCION DE LOS CITRICOS CULTIVADOS EN ESPANA

Pardo J., Soler G., Buj A. hitp://www_ivia.es/variedades/
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Figura 1.7: Calendario de recoleccién variedades

Fuente: Pardo y col. (2015)




1.2 La recoleccion y manipulacion en centrales citricolas

Existe un problema estructural de sobreoferta en determinados periodos para algu-
nas variedades (finales de noviembre - mediados de enero). Esto se debe al solape
de la Navelina y de la Clemenules como se observa en la Figura Figura 1.8, agrava-
do en algunas campanas por el retraso de la maduracién externa. Se observa que
un 32 % de la produccién se tiene que comercializar en 2 meses:

OCTUBRE | NOVIEMBRE [ DICIEMBRE | ENERO

31 | 10] 20] 30/ 10]  20] 31 10] 20] 31
Navelina 1.107.500 T

Clemenules 978533 T

2.086.033 T

Navelina +

Retraso en la maduracién Solape mas intenso
Clemenules

(Campafia 2014/2015)

Figura 1.8: Solape de producciéon

Fuente: Miranda (2015)

1.2 La recoleccién y manipulaciéon en centrales citricolas

La recoleccién de los citricos se realiza a mano, con ayuda de unas tijeras espe-
cialmente disefiadas, que cortan el pedinculo del fruto al ras del céaliz. En algunos
casos se efectiia a tiron. En este altimo caso el fruto puede perder calidad ademas
de sufrir alguna lesion.

El trato del fruto debe ser cuidadoso con el fin de evitar golpes y lesiones mecéani-
cas que puedan producir desordenes y pérdidas de calidad. Algunos se manifiestan
inmediatamente (heridas, roturas...), pero otros son de efecto aplazado (man-
chas...); siendo estas heridas y roturas puerta de entrada para el desarrollo de
infecciones fingicas, como se indica en la Figura 1.9. Toda esta fruta es destriada
en la linea de manipulacion de citricos de la zona de tria como se detalla en la
Figura 1.10.

El aspecto maés critico de la recoleccion es la determinacién del momento 6ptimo
segin el indice de madurez del fruto (Agusti, 2000), junto con las condiciones
climéticas en el momento de efectuarse, que también deben evaluarse y deben
evitarse recolecciones efectuadas con rocios, nieblas, vientos con baja humedad
relativa (Amat, 1988).

Es necesario tener como premisa que se debe partir de una buena calidad inicial de
los frutos. En general, es importante cosechar con el indice de madurez adecuado,
siempre con tiempo seco y de forma extremadamente cuidadosa para minimizar
heridas en la piel y otros dafios fisicos (Cuquerella y col., 2004). En cuanto a la
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recoleccion, ésta suele ser el origen de numerosos danos internos y externos que
afectan a la calidad de los frutos (Mazzuz, 1995). Durante esta, confluyen diversos
factores que pueden determinar una mayor o menor presencia de heridas en el
fruto o un mejor o peor desarrollo de los hongos presentes en un citrico. Por tanto,
una mejor y mas correcta recoleccion haré que los tratamientos posteriores sean
mas eficaces (Gutiérrez, 2005).

Figura 1.9: Daifios por recolecciéon observados a la salida de la caAmara de desverdizacion.
Rotura de las glandulas de aceite esencial de las mandarinas

Los citricos son productos perecederos que tras su recolecciéon contintian con su
proceso de maduraciéon y senescencia. Es por ello que la recoleccién y todos los
procesos de manipulacién en la central citricola son de gran importancia para la
posterior comercializacion (Agusti, 2000).
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Figura 1.10: Tria de mandarinas por personal cualificado en la mesa de tria de una
central citricola en el ano 2009

1.3 Tipologia del proceso

Los citricos para consumo en fresco deben ser confeccionados en funciéon de la
demanda de los consumidores, por lo que es preciso poder ofertar al mercado,para
una misma variedad, diferentes calibres, envases y prestaciones. Para ello se utilizan
las lineas mecénicas de manipulacion ubicadas en las centrales hortofruticolas.
Estas lineas estan formadas por un conjunto de maquinas con funciones especificas,
unidas entre si por cintas transportadoras,transportadores de rodillos, elevadores,
etc. El producto, una vez recolectado, se transfiere a las centrales de confeccion,
donde es clasificado y envasado en base a determinadas especificaciones, para su
venta a las plataformas comerciales. La capacidad de trabajo de estas lineas es muy
variable, pudiendo oscilar entre 10 hasta 40 toneladas por hora (Garcia y Diezma,
2006).
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Los procesos productivos desarrollados en las centrales citricolas difieren en funcién
de la especie, variedad, época de recoleccién, especificaciones de cliente y destino
comercial del citrico que se esté manipulando; aunque existen una serie de fases
y/o etapas comunes en casi todos ellos que suelen darse entre la entrada y salida
del producto.

El proceso empieza con la recepcién del camion procedente de campo con la ma-
teria prima en el muelle de recepcion. Se realiza un control inicial de la mercancia
comprobando: la procedencia y codigo de trazabilidad, el tamano del lote, la cali-
dad del producto, estado del vehiculo, etc., dejando asi constancia en el sistema de
la central de cada una de las partidas recibidas. La carga y descarga, que se reali-
za con carretillas eléctricas, va asociada a la propia recepciéon de la materia prima
y es un paso previo a la pre-refrigeracion y/o entrada a la linea de manipulado
correspondiente (Agusti, 2000).

En el proceso de manipulacion y envasado de los citricos, tras las etapas comunes
anteriormente citadas, se suele realizar una ducha de la fruta con tratamiento en el
dréncher, previa a su introduccion en la linea de manipulaciéon y/o desverdizado.
El dréncher consta de una cabina con espacio para dos o varios palets y un equipo
aplicador del tratamiento que protege a la fruta mejorando su estado sanitario y
su conservacion.

No todos los citricos son tratados con productos fitosanitarios de postcosecha en
el dréncher y en el aplicador de cera de la linea de manipulacién de citricos. En
algunos casos, el pais de destino limita y determina el método de trabajo, la ma-
nipulacién y envasado de los productos, asi como los tratamientos autorizados. En
otros casos, es la empresa cliente la que estipula los tratamientos autorizados, in-
cluyendo los tratamientos postcosecha. Y en todo momento es la central citricola la
que decide los tratamientos segun el tipo de producto (limén, mandarina, naranja,
etc.) y el uso del mismo (expedicion inmediata, desverdizado y almacenamiento,
etc.) (Conesa, 2010).

Segun el momento de la campania de los citricos, el estado de madurez de los mismos
y la demanda del mercado, los citricos pasan por una cidmara de desverdizacion
para hacer virar su color de verde a amarillo o naranja. En este proceso, son
limitantes varios factores: la temperatura, la humedad relativa y la concentracion
de oxigeno, etileno y anhidrido carboénico en la atmésfera de la cAmara. Todos estos
factores estan controlados con dispositivos incorporados en las camaras frigorificas.

Mediante el lavado se eliminan los restos de suciedad, polvo, barro, que puede
contener la fruta a su paso por la lavadora, y se le anade al detergente un producto
desinfectante o fungicida (Conesa, 2010). El secado y el calibrado son fases fijas
en el proceso de manipulacién y envasado de los citricos, y son previas a cualquier
clasificacién y manipulado posterior en el almacén.
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El encerado es una préactica que se usa para restituir algunas de las ceras natu-
rales que se eliminaron en las operaciones de lavado y limpieza, y que pueden
ayudar a reducir la pérdida de agua durante su manejo y comercializacion, asi
como a mejorar la conservacion del producto. Ademaés, aportar brillo que mejora
la presentacién de la fruta. Este tratamiento no se da siempre en los productos
mencionados, aunque si es comun el encontrarlo. Esto va a depender, al igual que
en el caso del tratamiento con dréncher, del destino final de los productos y de las
especificaciones impuestas por los clientes.

El sector de citricos ha empezado a abordar el cambio que supone la implementa-
cion de métodos de producciéon y manipulacién de frutos que aseguren la calidad
de los mismos desde el punto de vista de residuos quimicos, asi como de respeto
al medioambiente. Es por ello que se estan introduciendo ceras formuladas a base
de compuestos naturales en detrimento de los compuestos sintéticos (ceras a base
de poliestireno). En este sentido se estdn comercializando ceras con componentes
totalmente comestibles (GRAS, Generaly Recognized as Safe) aptas para citricos
y otros frutos como caqui, ciruela, entre otros (Palou y col., 2002b; Salvador y col.,
2007).

En las Figuras 1.11 y 1.12 se indica el diagrama de flujo del proceso productivo
de una central citricola tipica de Valencia (Espana).

11
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Figura 1.11: Diagrama de flujo del proceso productivo de una central citricola tipica

de Valencia

Fuente: Elaboracion propia
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Existen diferentes métodos de aplicacién de fungicidas, entre los cuales, los de
inmersion o bafo han mostrado la mayor efectividad (Tusset y col., 1987).

Tratamientos en dréncher . Esta técnica detiene o retrasa el crecimiento de
los parésitos de herida e infecciones latentes.

Tratamientos en balsa . En este caso el lavado de los frutos en balsa se combina
con un tratamiento antifngico.

Tratamientos con cortinas de impregnacion y en ducha o spray . En ese
caso se asocia un fungicida a un detergente para la limpieza del fruto.

Tratamientos con cera . Recubrimiento de cera al agua con incorporacién de
fungicidas.

Tratamientos mediante botes fumigenos o pastillas de fumigaciéon .

Tratamientos de aerosoles o niebla .Si se utiliza aire caliente se tiene la téc-
nica de termonebulizacion.

1.4 Consumo. Seguridad alimentaria y calidad en la
postcosecha de citricos

El término ’Seguridad alimentaria’ hace referencia a los problemas de higiene e
inocuidad de los alimentos. Todos los esfuerzos organizativos de gestion de las em-
presas agroalimentarias van dirigidos a proporcionar alimentos ’seguros’, libres de
contaminaciones que supongan una amenaza para la salud. Al mismo tiempo, las
empresas del sector agroalimentario deben de hacer frente a una serie de requi-
sitos de calidad y seguridad alimentaria, cada vez mas exigentes, no s6lo a nivel
legislativo, sino que, a través de las exigencias de las grandes cadenas de distri-
bucién, presionadas a su vez por las demandas de los propios consumidores. La
conveniencia de los operadores alimentarios de asegurar frente a organizaciones
externas o autoridades competentes, que sus sistemas de seguridad alimentaria,
como el Sistema de Anélisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC),
son operativos y fiables y se ajustan a los principios y requisitos contenidos en el
Codex Alimentarius y en la legislacion vigente, han dado lugar a la aparicion de
numerosas normas de aseguramiento o certificacion de la Seguridad Alimentaria
(BRC, IFS, Globalgap, etc. . . ) basadas en los criterios definidos, en mayor o menor
medida, por las propias cadenas de distribuidores.

Se observa que todos ellos disponen de caracteristicas comunes:

= Toman como pilar basico el APPCC basado en el Codex Alimentarius.

= Aplican principios de seguridad alimentaria.
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= Son certificables.
= Tienen reconocimiento internacional.
= Suponen una garantia de productos seguros para los consumidores.

= Armonizan guias y criterios.

Establecen requisitos de producto / proceso (Gonzalez y Sanz, 2008).

La tecnologia de radiacion UV-C puede ser un tratamiento valido en lo que respecta
al protocolo de analisis de riesgos y control de puntos criticos (APPCC), debido
a su efectividad para reducir el nimero de microorganismos en la superficie de
alimentos o bien en la superficie de proceso de los mismos (Yaun y col., 2003;
Haro y Guerrero, 2013). Por las ventajas que presenta este tipo de irradiacion, se
ha considerado como un tratamiento alternativo para preservar la calidad de las
frutas (Allende y Artés, 2003a; Gonzélez-Aguilar, 2007).El tiempo de aplicacion
de UV-C oscila entre 1 y 5 min, periodo que no incrementa significativamente la
temperatura del tejido (1-3 °C), ni produce alteraciones o favorece los procesos
deteriorativos del producto. Una ventaja es que no deja residuos y no afecta las
caracteristicas sensoriales (sabor y aroma) del producto. Pero la sensibilidad de
los tejidos al tratamiento con UV-C difiere en funcion del genotipo, y en ocasiones
las dosis altas pueden favorecer la oxidacién de compuestos bioactivos del fruto,
como vitamina C, carotenos y fenoles, asi como el oscurecimiento superficial del
tejido (Gonzalez-Aguilar y Wang, 2001).

1.5 Enfermedades de postcosecha

Las enfermedades de postcosecha, es decir, aquellas enfermedades que afectan a
los frutos desde que son recolectados hasta que llegan al consumidor, provocan
pérdidas econdémicas importantes al sector citricola. La gran mayoria de los agentes
patogenos causantes de enfermedades son hongos filamentosos; y la sintomatologia
que producen en los frutos son las podredumbres, término que se utiliza para
nombrar las propias enfermedades (Palou, 2005a).

Las pérdidas provocadas por las enfermedades son muy variables y dependen del
area productora, la especie, el cultivar, la edad y condicién de los arboles; las con-
diciones climatolégicas durante toda la campana, la época y forma de recoleccién;
el manejo de los frutos en postcosecha, las condiciones de almacenamiento y el
mercado de destino (Eckert y Brown, 1986).

En algunos casos, enfermedades econémicamente poco importantes hace unas dé-
cadas, actualmente han alcanzado una cierta relevancia por una serie de razones
multiples y diversas, entre las que sobresalen el auge experimentado por la pro-

15
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duccion, los cambios en las practicas culturales, la renovaciéon varietal, el retraso
de la recoleccién de algunas variedades y el aumento singular de la conservaciéon
frigorifica (Tusset y col., 1987).

Durante el periodo que transcurre desde la recolecciéon hasta el consumo, los frutos
citricos son afectados por diversos patogenos fungicos, pudiendo causar segin al-
gunas estimaciones porcentajes de podrido del orden del 3-5% de todos los frutos
manejados en la central, siendo en los afnos de climatologfa anormal de un 8-12 %
(Tusset y col., 1987).

En el ambito mundial destacan las pérdidas producidas por patégenos de herida
estrictos como Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. o Penicillium italicum Weh-
mer, causantes, respectivamente, de las podredumbres verde y azul (Tusset y col.,
1987).

La incidencia de estas podredumbres es general y elevada (normalmente mas del
80 % del total de pérdidas por podridos) y, por tanto, constituyen el eje basico
de cualquier estrategia de control de enfermedades de postcosecha de citricos. La
infeccion del fruto tiene lugar a través de heridas o microheridas producidas en la
corteza antes, durante o después de la recoleccion.

Penicillium digitatum

Penicillium digitatum, la causa del moho verde, fue descrito y clasificado por
Saccardo en 1881. El nombre cientifico actualmente aceptado es P. digitatum
(Pers.:Fr.) Sacc.

Haciendo una descripcion breve del hongo, indicar que las colonias son planas y
crecen rapidamente en agar extracto de malta (MEA) y agar de dextrosa de patata
(PDA), pero mal en Czapek agar y medios sintéticos similares. El anverso de la
colonia es de color verde oliva y el reverso de color crema, amarillo o palido marrén
opaco.

El hongo es capaz de germinar en medios artificiales a 5°C y, en algunos casos,
puede producir colonias de hasta 3 mm de didmetro. No hay crecimiento a 37 °C.
Los olores puede ser fuertes. Se han detectado en forma de metabolitos volatiles:
limoneno, valenceno, etileno, alcohol etilico, acetato de etilo o acetato de metilo.

El aparato conidial es muy fragil y tiende a romperse en muchos elementos celulares
(Palou, 2014).Las estructuras hifales portadoras de los conidios (conidioforos), se
caracterizan por su gran irregularidad, tanto en el nimero como en las dimensiones
de las partes que componen los ’penicilos’. En una misma cadena de conidios se
observa entre ellos marcadas diferencias en la forma y en las dimensiones (Tusset
y col., 1987).
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Dos cepas de P. digitatum que difieren en su resistencia a fungicidas sintéticos
aplicados en postcosecha para el control del moho verde se secuenciaron, y se
encontrd que eran pocas mutaciones las responsables de tales diferencias (Palou,
2014).

Penicillium italicum

Penicillium italicum, la causa del moho azul de los citricos, fue descrito por Weh-
mer en 1894. El nombre cientifico aceptado actualmente es P. italicum Wehmer.

Indicar que a 25 °C, las colonias crecen en agar de Czapek limitadamente pero mas
rapidamente en MEA y PDA. Las colonias son planas, de color azul o de color gris
verdoso y con frecuencia aparecen de aspecto granular debido a la presencia de
conidi6foros. Su olor es causado por los metabolitos volatiles tales como acetato
de etilo, isopentanol, linalool, isobutanol, 1-octeno, butanoato de etilo, 1-noneno,
estireno, o citronellene, ocasionalmente observado en los aislados frescos (Palou,
2014).

Los elementos constituyentes de la parte esporigena de P. italicum son menores
en tamano que los de P. digitatum. Los conidiéforos son erectos, normalmente
dispuestos en pequenos manojos y estan repartidos formando zonas por toda la
superficie que ocupa la colonia del hongo en el fruto. Los conidios son al principio
tipicamente cilindricos y en la madurez elipticos o subglobosos (Tusset y col.,
1987).

1.5.1 Proceso de infeccion. Triangulo de la enfermedad

Una representacion grafica del tridngulo de la enfermedad para el moho verde y
azul de los citricos se muestra en la Figura 1.13. Este tridngulo representa las rela-
ciones entre el patégeno, el huésped y las condiciones ambientales que determinan
la aparicion de la enfermedad. Las enfermedades de postcosecha de citricos han
sido clasificadas clasicamente en dos grupos diferentes segin el momento de la in-
feccion: infecciones precosecha, causadas genéricamente por los llamados patogenos
latentes, y las infecciones postcosecha, causados genéricamente por los llamados
patogenos de herida (Eckert y Eaks, 1989).

Los mohos del genero Penicillium pertenecen al segundo grupo P. digitatum y P.
italicum causa enfermedad en los citricos s6lo a través de infecciones en heridas
de la corteza. Por lo general, estas heridas son infringidas durante la cosecha y
posterior manipulacién de la fruta en el almacén de embalaje o durante la comer-
cializacion, pero algunas infecciones puede ocurrir antes de la cosecha a través de
lesiones, grietas o heridas hechas por insectos u otras causas abidticas. En este
caso, la fruta infectada tiempo antes de la cosecha a menudo cae del arbol, pero
la fruta infectada menos de 3 dias antes de la cosecha no puede ser detectada y
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Figura 1.13: Triangulo de la enfermedad

Fuente: G. Rivera (1999)

es cosechada (Eckert y Eaks, 1989). Las esporas de hongos de las frutas podridas
en el suelo del huerto, en las caAmaras y zonas de almacenamiento en la central, o
en cualquier lugar durante el transporte y comercializacioén son transportadas por
corrientes de aire y pueden contaminar masivamente los frutos circundantes. No
se produce infeccion si la corteza de la fruta esté intacta porque los conidios libres
situados en la superficie de la misma no son capaces de germinar. Por el contrario,
los conidios situado en las lesiones de las glandulas de aceite rotas, penetran en
el albedo del fruto y suelen causar irreversiblemente la infecciéon a las 48 horas a
20-25°C (Palou, 2014).

Es importante indicar que P. italicum posee una aptitud saprofita un poco mas
marcada que P. digitatum, lo que reduce mucho su presencia activa en los frutos
colgados en el arbol, necesitando que el fruto este totalmente maduro y separado
de la rama. También, por esta misma razon es mayor la presencia de moho azul en
aquellos frutos previamente afectados por otra enfermedad (Tusset y col., 1987).

1.5.2 Sintomatologia

Las infecciones incipientes de P. digitatum y P. italicum suelen ser observadas a
simple vista sélo después de aproximadamente 3 dias de incubaciéon a temperatura
ambiente.

Un area circular que rodea el sitio de infeccion (de la corteza herida) traslicida,
se decolora, y puede ser facilmente penetrada con el dedo.
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Como patégenos necrotréficos, ambos hongos producen enzimas hidroliticas, en
su mayoria poligalacturonasas y celulasas, que parecen ser los responsables de la
maceracion del tejido durante el desarrollo de la enfermedad (Eckert y Eaks, 1989).

A medida que el hongo crece, un micelio blanco aéreo se desarrolla en el centro
de la lesiéon y se expande radialmente. Dependiendo de la carga de inoculo, la
esporulaciéon comienza después de 3-5 dias a temperaturas de incubacion (15-28
°C) y también se expande formando radialmente una capa coloreada de textura
aterciopelada. En el caso del moho verde, después de 7-8 dias, el area central de
la lesion es de color verde oliva rodeada por una amplia banda de denso micelio
blanco no esporulado, limitada por corteza del citrico en descomposicion.

En el caso del moho azul, el area central de esporulacion es azul o verde azulado
rodeada de una banda muy estrecha de micelio blanco no esporulado limitado por
una amplia banda de corteza translucida. Con el tiempo, toda la superficie de
la fruta estd completamente cubierta con esporas, el fruto comienza entonces a
reducir el tamano y, si se expone al aire, se convierte en una céscara hueca en el
caso de moho verde y una masa sin forma, viscosa en el caso del moho azul. No
es extrano en las centrales citricolas encontrar sintomas de ambas enfermedades
incluso en la misma fruta, generalmente el moho verde crece méas rapidamente que
el moho azul en infecciones mixtas en citricos que se han mantenido a temperatura
ambiente.

1.5.3 Factores que influyen en la infeccion de P.digitatum y P.
italicum

Tanto P. digitatum como P. italicum son patoégenos de herida que causan la en-
fermedad después de la recoleccion. La infeccion y podrido de la fruta inmadura
por estos hongos es muy rara, debido a una serie de mecanismos complejos des-
encadenados por el huésped que conducen a la resistencia a la enfermedad. Por
el contrario, la infeccién de la fruta madura es frecuente y viene seguida por la
descomposicion de la fruta. En contraste con otras enfermedades de postcosecha
que se inician principalmente en el campo como las infecciones latentes, en el caso
de los mohos de los citricos causados por Penicillium, la mayoria de los factores
desencadenantes son la recoleccion y la postcosecha (Palou, 2014).

Parédmetros cruciales tales como la temperatura, la densidad de in6culo, madurez
de la corteza y condiciones de la recoleccion, etc.; pueden explicar la importancia
del manejo de los frutos en las operaciones de postcosecha tales como limpieza,
clasificacién o almacenamiento en frio prolongado. O otros factores como los fac-
tores de precosecha, la desverdizaciéon y la confeccién de los frutos en central son
también importantes y pueden determinar la incidencia final de podridos.
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Precosecha

Su importancia relativa es baja si se compara con su influencia sobre el porcentaje
final de las enfermedades de postcosecha de citricos causadas por patogenos laten-
tes. Sin embargo, una proporcién variable de total de citricos que se pudren por P.
digitatum y P. italicum se infecta en el campo. Por lo tanto, los tratamientos de
campo pueden ser de utilidad ya sea para reducir los niveles de in6culo o proteger
la fruta.

Una proteccion satisfactoria podria lograrse a través de cualquier antifungico de
aplicaciéon en campo, si la accion directa contra el patogeno persiste el tiempo
suficiente después de la recoleccién o a través de tratamientos en el campo que
indirectamente inducen niveles mas altos de resistencia del huésped a la enferme-
dad. Entre los diferentes fungicidas y mezclas aplicadas antes de la cosecha, los
tratamientos con metil-tiofanato mostraron los mejores resultados para el control
del moho verde en postcosecha (Palou, 2014).

La desverdizacion

Citricos de variedades extratempranas y tempranas, particularmente mandarinas
y naranjas, son por lo general expuestos a dosis bajas de gas de etileno exégeno (2-
3 ppm C,H,) a alta humedad relativa (RH) durante 2-4 dias. Este procedimiento
se lleva a cabo para eliminar el color verde de la corteza de fruta que internamente
ya ha llegado a su madurez comercial (Jiménez-Cuesta y col., 1983).

Esta eliminacion se lleva a cabo mediante dos procesos independientes, la degra-
dacion de la clorofila y la acumulacion de carotenoides (Sdiri y col., 2012).

Una adecuada pre-clasificacion de la fruta antes de la desverdizaciéon basada en
la coloraciéon inicial de la corteza es muy recomendable para la racionalizaciéon
del tratamiento y minimizacion de las dosis requeridas de etileno. Aunque varias
investigaciones se han realizado hasta la fecha para aclarar la relacion entre las
aplicaciones de etileno y la descomposiciéon por P. digitatum y P. italicum, en
cuanto a los resultados de la investigacion; no se ha encontrado una tendencia
bien determinada. Las discrepancias observadas en los mismos parecen estar re-
lacionadas con la cantidad de etileno aplicado, el tratamiento, la duraciéon y las
condiciones ambientales.

La induccién de resistencia al Penicillium spp. se ha observado en citricos desver-
dizados a 20-22°C que es el estandar comercial de temperatura de desverdizacion
en Espana y otros pafses mediterrdneos y esta cerca de la temperatura 6éptima para
el desarrollo de P. digitatum y P. italicum. Se ha discutido que el tratamiento de
etileno induce un aumento de compuestos fenélicos totales de la corteza de la fru-
ta. Trabajos de Marcos y col. (2005) confirmaron la participacion de etileno en la
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expresion de los genes que regulan la actividad de las enzimas relacionadas con la
induccién de resistencia en la corteza de los citricos en respuesta a la infeccién por
P. digitatum. También se observo que el tratamiento con 1-metilciclopropeno(1-
MCP) aumenté significativamente la susceptibilidad de la fruta al moho verde
(Palou, 2014).

Sin embargo, otras investigaciones han sugerido que no resulta significativo dicho
efecto (Plaza y col., 2004b) o incluso un aumento en la incidencia de podrido por
Penicillium en los citricos después de la exposicion de etileno a 20°C (McGlasson
y Eaks, 1972). En este caso, un aumento de este tipo se ha atribuido a un efec-
to negativo de etileno en la susceptibilidad de la fruta por acelerar los procesos
bioquimicos que conducen a la senescencia de la corteza de la fruta. A pesar de
ser frutas no climatéricas, muchos informes senalan los efectos perjudiciales de la
prolongada exposicion de etileno sobre la condiciéon de la corteza de los citricos, es-
pecialmente en la induccion de alteraciones del caliz o incluso la pérdida de célices
(Sdiri y col., 2012).

Por el contrario, no se han observado efectos negativos sobre la cantidad de com-

puestos fenolicos presentes en la corteza o en la calidad interna de la fruta (Palou,
2014).

1.6 Limpieza y desinfeccion

Varios factores relacionados con el fruto, el patogeno, las condiciones climatolo-
gicas y las condiciones en postcosecha determinan la incidencia y la severidad de
estas enfermedades (Eckert y Eaks, 1989). Entre ellos, la cantidad y la calidad del
inoculo fungico ocupan un lugar destacado. La probabilidad de infecciéon depende
de la cantidad de in6culo presente en un punto del fruto susceptible de ser infec-
tado. Segun esto, y con independencia de otros factores, la cantidad de esporas
presentes en la central citricola influye decisivamente en los niveles de pudricion,
especialmente en los causados por patogenos de herida como P. digitatum o P.
italicum.

Los problemas derivados de altos niveles de poblacion fingica en las centrales
se ven significativamente incrementados cuando existen cepas de los patdgenos
resistentes a los fungicidas empleados. Multitud de estudios han constatado que el
fenomeno de las resistencias es una de las causas principales del fracaso de muchos
tratamientos fungicidas de postcosecha. La gran mayoria de estos estudios se han
referido, por su importancia econémica, a P. digitatum y P. italicum frente a los
fungicidas del grupo de los bencimidazoles, el ortofenilfenato soédico y el imazalil,
y se han descrito casos tanto de resistencia simple como de resistencia cruzada y
miltiple. En Espana, se han estudiado en distintas zonas productoras la presencia
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y caracteristicas de cepas de Penicillium spp. resistentes a diversos fungicidas
(Palou y col., 2001b).

Dentro de los métodos de control preventivos, aqui destacamos la correcta higie-
nizacion de las centrales citricolas (Brown, 1980; Eckert y Eaks, 1989). El cono-
cimiento de las areas y puntos concretos del almacén donde se dan los mayores
niveles de contaminacion permite adecuar los programas de limpieza y desinfeccion
y optimizar los recursos (Palou y col., 2001b).

Es importante establecer, en paralelo a la linea de confeccion de la fruta, una linea
automética para el lavado y desinfeccion de las cajas vacias de campo o contene-
dores. Aunque obvio, los problemas relacionados con la ubicacion inadecuada de
los contenedores de podrido a las salidas de las trias pueden ser de importancia
en algunos casos. Las corrientes de aire y la ubicacion de estos contenedores debe
impedir la entrada de esporas en el interior de la zona limpia de confeccién a través
de las corrientes de aire o insectos y deben ser reemplazados con una frecuencia
razonable (Palou, 2011).

El Cloro, en particular hipoclorito de sodio (NaClO), ha sido tradicionalmente
el producto mas utilizado para la desinfeccién de la fruta y la prevencion de la
contaminacion en los caldos fitosanitarios de las balsas o dréncher (Smilanick y col.,
2002). Sin embargo, su uso depende en gran medida de las zonas de produccion;
por ejemplo, mientras que es de muy amplio uso en California o Australia, apenas
se utiliza en Espania en la actualidad. Ello esté relacionado con el aumento de los
problemas asociados con el cloro y su derivados como el dioxido de cloro (ClO,) o
hipoclorito de calcio (CaClO,), es decir, la dependencia del pH, y su rendimiento
deficiente con altos niveles de materia organica, la formaciéon de nitrosaminas, o
su actividad corrosiva. En la actualidad los ingredientes activos mas utilizados son
materias activas como el acido peracético, el agua oxigenada (H,0,), yodoforos,
etanol, bromo-cloro-dimetilhidantoina, o mezclas de los anteriores.

Es conocido que los desinfectantes oxidantes son ineficaces en el control de enfer-
medades de postcosecha porque su modo de accién es por contacto y no pueden
llegar a las estructuras fiingicas establecidas en heridas de la corteza. Por lo tanto,
no pueden ser utilizados como sustitutos del IMZ u otros fungicidas convencionales,
aunque pueden mostrar una actividad sinérgica cuando se aplican en combinacion.

Por otro lado, si se aplican en dosis excesivas o durante demasiado tiempo de
contacto/exposicion, pueden ser altamente fitotoxicos (Palou, 2014).

También el cloro y sus derivados y otros compuestos tales como amonios cuater-
narios, alcohol isopropilico, formaldehido, o el ozono pueden ser utilizados para
desinfectar las paredes de la central y equipos, los suelos y paredes de las cama-
ras, y los envases de campo. La aplicaciéon de estos productos quimicos debe ser
precedida por un lavado a fondo porque sélo las superficies previamente limpiadas
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son eficazmente desinfectadas. El vapor o agua muy caliente también se utilizan
en algunos casos.

El ozono (O3) es un oxidante muy potente libre de residuos de muy alta toxicidad
contra las esporas fangicas libres e hifas. Si se aplica correctamente, tanto gaseoso
como en disolucion acuosa es un desinfectante muy eficaz, pero no puede sustituir
al uso de los fungicidas en las centrales citricolas (Palou, 2014).
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1.7 Control actual de las enfermedades de postcosecha

Como ya se ha comentado, debido a su importancia como causa principal de pér-
didas econémicas, el control eficaz de las podredumbres verde y azul es el objetivo
principal de los programas de gestién de los citricos para el control de las enfer-
medades de postcosecha en todas las areas de produccién en zonas subtropicales.
Tipicamente, estas enfermedades de postcosecha han sido controladas en todo el
mundo durante muchos anos solamente mediante la aplicacién de fungicidas qui-
micos de postcosecha sintéticos convencionales después de la cosecha.

Estos fungicidas suelen tener un precio razonable, son faciles de aplicar, y propor-
cionan un efecto curativo contra infecciones preexistentes o establecidas, un efecto
preventivo contra nuevas infecciones potenciales que pueden ocurrir después de la
aplicacion del tratamiento en la central, y también una inhibicion satisfactoria de
la esporulacién en la fruta en descomposicién que rompe los ciclos de infeccién
(Palou, 2014). Entre la fruta tratada con fungicidas convencionales, las pérdidas
son tipicamente 2-4 %, mientras que sin tratamiento postcosecha o refrigeracion,
las pérdidas pueden alcanzar del 15 a 30 % de la fruta cosechada (Tusset y col.,
1987).

Los factores que afectan a la eficacia de los fungicidas y su tasa de disipacion en la
fruta estan influenciados por la concentracion de fungicida, modo de tratamiento
(spray, ducha, o por inmersion), el tipo de mezcla (acuosa o mezclas a base de cera),
especie, variedad, edad de la fruta, el tratamiento la duracién, y la temperatura
y pH de la mezcla fungicida. Estos y otros aspectos relacionados con el uso de
fungicidas convencionales y su sinergia con tratamientos de calor para el control
de Penicillium en citricos han sido revisados recientemente (Schirra y col., 2011).

1.7.1 Tratamientos quimicos

En general, el control de hongos en postcosecha tiene los siguientes objetivos:

1. Reducir, lo maximo posible el nivel de ino6culo fingico situados en la super-
ficie de los frutos.

2. Erradicar las infecciones ya producidas en campo (infecciones inactivas o
latentes).

3. Evitar o suprimir la esporulacién y con ello la posibilidad de la dispersiéon
de esporas.

Los fungicidas actualmente aprobados para su uso en postcosecha de citricos en la
Unién Europea (UE), con los reglamentos correspondientes y sus correspondientes
fechas de inclusiéon y vencimiento, se presentan en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2: Reglamentos de la Comisién para la autorizaciéon de los fungicidas postcosecha
de citricos en la UE

Fuente: Adaptado de Palou (2014)

Fungicida Directivas  Inclusién Vencimiento

Incluye Anejo I Directiva 91/414/CEE del consejo
Imazalil 2010/57/UE  1/8/2011 31/7/2021
Fosetil-Al 2006/64/CE  1/5/2007 30/4/2017

Thiofanato metil ~ 2005/53/CE  1/3/2006 28/2/2016
Miclobutanil ~ 2011/2/UE  1/6/2011  31/5/2021
Orto-fenill fenol ~ 2009/160/CE  1/1/2010  31,/12/2019
(v sales) 2010/81/UE
Pirimetanil 2006/74/CE  1/6/2007  31/5/2017
Tiabendazol 2010/77/UE 1/1/2002 31/12/2015
Propiconazol 2012/823/UE  1/6,/2004 31/01/2017

Entre los fungicidas mas utilizados en postcosecha de citricos en Espana se encuen-
tran el imazalil (IMZ), el tiabendazol (TBZ), el metiltiofanato; el ortofenil fenol
(OPP), el ortofenilfenato sodico (SOPP), el procloraz, todos ellos con una eficacia
media o alta contra Penicillium spp., y el fosetil-Al, eficaz contra P. Phytophthora.
Entre los nuevos productos registrados recientemente destacan el pirimetanil, el
miclobutanil y el propiconazol.

Se ha de ser especialmente cuidadosos en estas aplicaciones, ya que se producen
proximas al consumo y no se dan los factores de disipacién de los residuos en
campo. Unicamente deberan utilizarse las formulaciones autorizadas en las dosis
y condiciones de uso especificadas en las normativas de utilizacion.

Se indica a continuacion en la Tabla 1.3 los limites maximos de residuos (LMR)
de los fungicidas postcosecha de citricos:
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Tabla 1.3: LMR de fungicidas postcosecha de citricos

Fuente: Conselleria d’Agricultura - GVA

LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS DE FUNGICIDAS
POST-COSECHA EN CIiTRICOS

UNION EUROPEA PAISES TERCEROS

PLAGUICIDA ESTABLECIDO | TEMPORAL SUIZA USA CANADA
fosetil-Al 75,0 (a) 75,0 (a) 5,0 9,0
imazalil 5,0 50 10,0 50
metil-tiofanato (1) 6,0 6,0 S 10,0 (2)
miclobutanil 3,0 3,0 S S
Orotefonat sédica 50 50 100 10,0
pirimetanil 10,0 10,0 10NM 1L 10,0
procloraz 10,0 10,0 S S
propiconazol 6,0 0,05* 8,0 8,0
tiabendazol 5,0 5,0 10,0 10,0

*: Limite de determinacion.
(a) Suma de fosetil y acido fosforoso junto con sus sales, expresado como fosetil.
(1) Puede dar como metabolito carbendazima, que tiene un LMR de
0,2 en naranjas y 0,7 en mandarinas y limones en la UE
0,5 en Suiza en frutos citricos
no se tolera en USA en frutos citricos.
(2) En Canada el LMR considera sumatorios los residuos de metil tiofanato y carbendazima.

Estos agroquimicos pueden ser aplicados de varias formas en distintas fases del
manejo postcosecha de los frutos: en solucién acuosa en dréncher o en la linea de
confeccion (balsa o spray), en el lavado con detergente o mezclados con ceras en
la linea de confeccién, o también en forma gaseosa como fumigenos en las caAmaras
frigorificas o de desverdizacion.

En general, son mas efectivos en agua que en ceras, por lo que para lograr los mis-
mos resultados su concentracién debe ser mas alta en las ceras. Para el control de
patogenos de herida, como Penicillium spp., es importante una aplicaciéon rapida
del fungicida (méaximo 24 horas después de la cosecha) de forma que pueda actuar
antes del establecimiento del patdgeno. Para obtener un mayor espectro de accién
en algunos casos se recomienda la combinacién de varias materias activas, tanto
en solucién acuosa como en cera.
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Existen protocolos distintos para el tratamiento fungicida en cada zona produc-
tora de citricos en funciéon de los principales patogenos causantes de dafio y de
condiciones particulares tanto en precosecha como en postcosecha.

1.8 Problematica de los tratamientos fungicidas de

postcosecha. Tratamientos alternativos y estrategia
CINCEP

Hoy en dia existe un marcado cambio de tendencia en la comercializacién de pro-
ductos hortofruticolas hacia los mercados de productos ecolégicos u orgénicos en
los que se exige, no solo la ausencia total de residuos quimicos en el producto final
sino también, la prohibicion de su uso durante todo el ciclo de produccién. Al mis-
mo tiempo, los mercados ‘tradicionales’, especialmente supermercados o cadenas
alimentarias estan exigiendo el cumplimiento de criterios propios méas restricti-
vos que los limites méximos de residuos (LMR) establecidos por la legislaciéon. Se
trata de limitaciones no reguladas que suponen una privatizaciéon de las politicas
de seguridad alimentaria, debido a las especificaciones del cliente. Todo ello ha
conducido a la bisqueda de alternativas a los agroquimicos para el control de las
enfermedades de postcosecha.

La aplicacion masiva y continuada durante anos de materias activas como TBZ,
IMZ, SOPP o distintas mezclas ha generado preocupacion en la opinién publica
por la generacion de un exceso de residuos quimicos, y también, problemas a la
industria, como el tratamiento de caldos residuales o la proliferacién de cepas
patogénicas resistentes, especialmente del género Penicillium, que reduce o anula
la eficacia de los tratamientos (Palou y col., 2008).

Se observa, por tanto, un marcado cambio de tendencia en la comercializacién de
citricos con dos consecuencias importantes:

Por un lado, aumenta considerablemente el volumen de los mercados de producto
ecologico, organico o ‘verde’.

Por otro lado, importantes mercados ‘tradicionales’; estdn exigiendo el cumpli-
miento de criterios propios més restrictivos que los LMR establecidos por la legis-
lacion (incluso 1/3 del LMR del imazalil), un producto fitosanitario registrado en
postcosecha, sin tratamiento postcosecha, residuo cero, etc...

Otra cuestion importante que enfrentan actualmente los fungicidas convencionales
o de sintesis es la duracioén y el coste del proceso de desarrollo y, en su caso, registro
de nuevas materias activas.

En los dltimos anos, se han dedicado importantes esfuerzos a la evaluacion de trata-
mientos antiftngicos de postcosecha no contaminantes alternativos a los fungicidas
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quimicos. Segin su naturaleza, estos tratamientos pueden ser fisicos, quimicos o
biologicos. Siendo no contaminantes, son también poco téxicos por lo cual su efec-
tividad y persistencia son en general variables y limitadas, cosa que dificulta su
implementacion comercial (Palou y col., 2008).

Debido a estas limitaciones, se ha estudiado también la combinacién de distin-
tos tratamientos alternativos, pero en general tampoco se igualan los resultados
obtenidos con los fungicidas quimicos convencionales. Por tanto, para un control
adecuado de las enfermedades, la aplicaciéon de tratamientos antifingicos alterna-
tivos debe encuadrarse en una estrategia mas amplia de control.

El cambio de paradigma, igual que en la produccién integrada en campo, debe
basarse en la estrategia denominada CINCEP (Control Integrado No Contami-
nante de Enfermedades de Postcosecha), basada en el conocimiento profundo de
la epidemiologia de los patdgenos y de los factores que determinan su incidencia en
precosecha, cosecha y postcosecha para incidir de forma global sobre el problema,
actuando sobre cada uno de estos factores en el momento adecuado para minimizar
las pérdidas econoémicas.

Todo ello conllevara también un cambio en la maquinaria de procesado de fru-
ta y una racionalizaciéon en el uso de la actualmente existente en las centrales
hortofruticolas.

A continuacion se indican los principales métodos alternativos de control de enfer-
medades de postcosecha segin su naturaleza:

1.8.1 Meétodos quimicos de baja toxicidad

Los productos quimicos alternativos a los fungicidas de sintesis convencionales
deben ser sustancias, naturales o de sintesis, con efectos residuales sobre el me-
dioambiente y toxicologicos sobre personas y animales, conocidos y muy bajos.
Por este motivo se evalian principalmente sustancias presentes de forma natu-
ral en plantas, animales o microorganismos o, en el caso de productos sintetizados
artificialmente, aditivos alimentarios permitidos sin restricciones por la legislacion.

Entre las sustancias naturales, destacan por su elevada actividad antiftngica los
extractos de plantas superiores y los aceites esenciales (Palou, 2007). Otros com-
puestos naturales que presentan actividad antifingica son: los compuestos aro-
maéticos volatiles como el acetaldehido, el hexanal, o el benzaldehido, reguladores
naturales del crecimiento como el acido jasmoénico o el metil jasmonato; el quito-
sano, los péptidos antifungicos o las proteinas antimicrobianas biosintetizadas por
el fruto en respuesta a situaciones de estrés.

Los aditivos alimentarios y algunas sustancias sintéticas catalogadas como GRAS
suelen ser acidos y sales organicas o inorganicas con una accién contra los mi-
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croorganismos bastante especifica. Los que se han mostrado més efectivos contra
las podredumbres verde y azul de los citricos son el sorbato potasico, el benzoato
sodico, el carbonato s6dico y el bicarbonato sédico (Palou y col., 2008; Montesinos-
Herrero y col., 2009). Estas sustancias pueden utilizarse en bafios de 1-3 min en
soluciones acuosas calientes (40-50°C) a concentraciones del 2-3 %.

Aunque su eficacia y persistencia no iguala a la de los fungicidas convencionales,
estos productos quimicos de baja toxicidad presentan interés comercial por su
efectividad, facil disponibilidad y aplicacion, bajo precio y facilidad de combinacion
con otros métodos alternativos de control.

Actualmente el uso de tratamientos postcosecha con sales de fosfito para el control
de los podridos por moho verde y azul tiene un gran interés entre los producto-
res de citricos. Trabajos realizados en California con fosfitos de potasio y calcio
han revelado un control satisfactorio de los mismos en una gran variedad de es-
pecies y cultivares de citricos y buenos efectos sinérgicos con el calor, fungicidas
convencionales y sustancias GRAS (Palou, 2014).

Una amplia gama de sustancias con propiedades bioactivas y antiftingicas puede
ser extraida de plantas o animales. Algunos presentan propiedades antiftngicas
eficaces contra el moho verde y azul de los citricos, y se clasifican en las siguientes
categorias: volatiles y aceites esenciales, extractos de plantas, péptidos y proteinas,
y quitosano y derivados (Palou y col., 2008).

Aunque una lista importante de aceites esenciales o de compuestos volatiles obte-
nidos de plantas han mostrado actividad antifangica in vitro frente a P. digitatum
o P. italicum, s6lo unos pocos de estos compuestos mostraron actividad antifun-
gica en ensayos in vivo. Plaza y col. (2004b) probo6 20 aceites esenciales in vitro y
los aceites de tomillo y canela fueron seleccionados para ensayar in vivo el control
de las podredumbres verde y azul. Sin embargo, las aplicaciones de estos aceites
esenciales en cera o fase volétil fueron ineficaces y causaron danos a corteza del
fruto. Del mismo modo, otros estudios encontraron que los compuestos naturales
seleccionados in-vitro mostraron ineficacia y / o fitotoxicidad cuando se aplicaron
in vivo.

Del mismo modo, los vapores de aceite de tomillo incorporados a emulsiones de
polietileno redujeron significativamente los podridos de Penicillium. Otros extrac-
tos de plantas que mostraron una actividad significativa frente a P. digitatum y
P. italicum fueron el ajo, la granada,el huamuchil, el Aloe vera, Thymus spp., Eu-
caliptus spp., Clistus spp., Juglans spp., Myrtus spp.,Accacia spp., Whitania spp.,
Lippia spp. y muchos otros. Las barreras que frenan en general las aplicaciones
acuosas de los aceites volatiles o extractos de plantas son los riesgos de fitotoxici-
dad y la produccion de malos olores y/o sabores desagradables en la fruta tratada
(Palou, 2014).
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El recubrimiento del fruto es una practica normal para reponer la cera natural
eliminada durante el lavado con el fin de reducir la pérdida de peso de la fruta, la
firmeza y mejorar la apariencia. Un campo de investigacion muy activo hoy en dia
es la sustitucion de las ceras comerciales de citricos, que son a menudo un vehiculo
para la aplicacion de fungicidas sintéticos como IMZ, TBZ o SOPP, por sustancias
comestibles naturales, recubrimientos con propiedades antifiingicas. Ingredientes
antifungicos de tales recubrimientos pueden ser aditivos alimentarios, compuestos
naturales o antagonistas microbianos (Valencia-Chamorro y col., 2009).

1.8.2 Meétodos biolégicos (microorganismos antagénicos)

Durante los tltimos 25-30 anos se han desarrollado en todo el mundo diversos pro-
gramas y numerosos agentes de biocontrol han sido investigados frente a diversas
enfermedades de postcosecha de (Wisniewski y Wilson, 1992; Wilson y col., 2011).
Aunque en el plano experimental se han encontrado y patentado algunas leva-
duras, bacterias y también hongos filamentosos con capacidad antagénica contra
podredumbres de postcosecha de los citricos, los registros son complicados y el uso
comercial es escaso. Normalmente los mejores resultados se obtienen en usos pre-
ventivos, ya que en general la actividad fungicida o curativa es limitada. Tienen un
gran potencial como tratamientos complementarios a otros sistemas alternativos
respetuosos con el medioambiente (Palou y col., 2008).

Actualmente existen en el mercado muy pocos biofungicidas para control de en-
fermedades de postcosecha, incluidas las de frutos citricos. Ello se debe a que son
pocos los paises que, como EEUU, disponen de normativas especificas y simplifica-
das para el registro de este tipo de productos biolégicos. En otros paises, como los
de la UE, el registro se ve obstaculizado por la exigencia de estudios toxicolégicos
largos y costosos equiparables a los exigidos para cualquier pesticida de sintesis.
No obstante, es probable que mas productos entren al mercado en los préximos
anos como resultado de los programas de investigacion en control bioldgico que se
vienen realizando en todo el mundo.

Normalmente, los antagonistas se aplican sobre los frutos citricos en bano o drén-
cher como suspensiones acuosas de distintas concentraciones.

Tras el fracaso comercial de las primeros agentes biocontrol desarrollados se generd
lo que se llama agentes de control biologico de segunda generacién para explorar
de nuevos caminos en el sentido de desarrollar sistemas de biocontrol capaces de
superar las limitaciones existentes en los de primera generacioén, promoviendo una
mayor y constante eficacia y posibilitando el control de infecciones ya previamente
establecidas o latentes (Nunes, 2012).



1.8 Problemdtica de los tratamientos fungicidas de postcosecha.

1.8.3 Meétodos fisicos

Los tratamientos fisicos son deseables porque no generan ningun tipo de residuo en
los productos tratados ni en el ambiente. La conservacion a temperaturas bajas (3-
5°C para naranjas y mandarinas y 10-14°C para limas, limones y pomelos, siempre
con un 90-98% HR) es un sistema fisico complementario a otros tratamientos
antifungicos. El almacenamiento en estas condiciones no ejerce por si mismo una
actividad fungicida pero si una accion fungistatica de inhibicién o retraso del
crecimiento de los patogenos. Por otro lado, ralentiza la actividad metabdlica del
fruto y retrasa su entrada en senescencia, ayudando asi a mantener la resistencia
natural del fruto a la infeccion (Palou, 2005b).

Los principales tratamientos fisicos antifingicos se basan en la aplicacion de calor,
va sea mediante aire o agua caliente. Los tratamientos mas convencionales de
curado en citricos consisten en la exposicion de los frutos a temperaturas superiores
a 30°C y HR superiores al 90 % durante 1-3 dias. Se ha determinado que el curado
a 40°C durante 18 horas permite la reduccion total de la podredumbre verde y
azul en naranjas ‘Valencia’ de diferentes origenes y conservadas a 5°C durante 5
dfas seguidas de 20°C durante 7 dfas (Nunes, 2007). En otro estudio observaron
que este curado no afectaba negativamente a la calidad de las naranjas. El curado
es un tratamiento muy efectivo contra Penicillium spp., pero a escala comercial
resulta poco practico, caro y puede tener efectos adversos en la calidad.

La conservacion frigorifica de frutos citricos en atmosferas ozonizadas ha suscitado
un gran interés comercial en los tdltimos afios. Tras exhaustivas investigaciones
realizadas en California como en Espaiia (Palou y col., 2007) puede concluirse que
la aplicacién de ozono gaseoso, aunque retrasa el desarrollo de las podredumbres,
no reduce su incidencia, por lo que en ningtn caso puede considerarse un sustituto
de los fungicidas aplicados en dréncher o en la linea de confeccion. No obstante, la
ozonizacion continua o intermitente del ambiente de las caAmaras a concentraciones
bajas no resulta fitotoxica e inhibe de forma importante el crecimiento aéreo de
micelio y la esporulacién de Penicillium spp., en frutos conservados en frio, asi
se puede reducir la carga de inéculo fangico presente en los almacenes y evitar la
proliferacién de cepas patogénicas resistentes a los fungicidas. Sin embargo, este
efecto es solamente transitorio y los patdgenos reanudan su crecimiento aéreo y
esporulan cuando el ozono deja de estar presente en el ambiente. Ademas, el gas
no puede traspasar ni plasticos ni cartones por lo que este efecto inicamente se
consigue cuando los frutos estan almacenados en envases de gran superficie abierta.
Debido a su elevado poder oxidante, el ozono puede resultar danino para el ser
humano, fitotoxico para los frutos y corrosivo para muchos materiales. Por ello
es muy importante que, en el caso de que se instale un sistema de generaciéon de
ozono en una central citricola, se controle en todo momento la concentraciéon de
gas generado y se adopten medidas de seguridad como alarmas y sistemas de paro
y ventilaciéon automatizados para garantizar la seguridad de los operarios y del
producto.
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Las radiaciones itonizantes

El uso de radiaciones ionizantes (longitud de onda inferior a 100 nm) ya sea a partir
de fuentes radioactivas (rayos gamma) o fisicas (rayos X, rayos beta o electrones
acelerados), no se ha generalizado como método de control de enfermedades porque
en las dosis no fitotoxicas (inferiores a 1 kGy) su poder de penetracion en el
fruto y su efectividad son limitadas y los beneficios no compensan el coste de las
instalaciones especiales que se requieren (M. Alonso y Palou, 2007). Por contra, si
resultan adecuadas para la desinfeccién superficial y la desinsectaciéon de citricos
y otros frutos sometidos a exigencias cuarentenarias, por lo que la legislacion de
EEUU ha autorizado su uso.



Capitulo 2

Radiacion UV-C y agua caliente

2.1 Las radiaciones no ionizantes

2.1.1 Las radiaciones no ionizantes. Bases de la radiaciéon
electromagnética

Radiacion No Ionizante (RNI) es un término de amplio significado que se utiliza
para denominar a todas las radiaciones electromagnéticas que al interaccionar con
la materia biologica no poseen energia suficiente para provocar una ionizacion.
Esta engloba a parte de las radiaciones ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas,
radiofrecuencia y de frecuencia extremadamente baja. Para que la radiaciéon pueda
producir en su interacciéon con la materia la ionizaciéon de la misma se requiere una
energia del orden de 12,4 eV. Una onda de radiacién electromagnética se puede
considerar formada por una componente eléctrica y otra magnética Figura 2.1

C ﬂ;r.g'ﬂ magnetico

Figura 2.1: Onda de radiaciéon

Los campos eléctricos y magnéticos de una radiacion varian de forma sinusoidal.
Esta variacion sinusoidal viene caracterizada por su frecuencia, f(Hz) y su lon-
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gitud de onda A(m). La velocidad de propagacion (v) depende del medio y sus
constantes fisicas: permitividad e(F#/m) y permeabilidad p(H/M) Como se sabe
la velocidad (v), la frecuencia (f) y la longitud de onda () estan relacionadas por
la ecuacion:

A=v/f

La energia asociada a una onda electromagnética viene dada por:

E=hxf
Donde:
h = constante de Planck = 6,63 % 1073%4J x s
f = frecuencia en Hz

En la Figura 2.2, se tiene la clasificacion del espectro electromagnético.

RAYOS COS- | RAYOS GAMMA RAYOS-X ULTRAVIOLETA VISIBLE INFRARROJO
MICOS
RAYOS-X EFECTO GER- QUEMADURAS LUZ NEGRA VISIBLE
MICIDA DE PIEL
100 nm 200 nm 280nm 315nm 400 nm
254 nm
UV VACIO uv-c UV-B UV-A

Figura 2.2: Clasificacion del espectro electromagnético

Esta amplia gama de longitudes de onda se conoce como el Espectro Electromag-
nético (EM). Este se divide generalmente en siete regiones en orden decreciente
de longitud de onda y aumento de la energia y frecuencia. Las denominaciones
comunes son las ondas de radio, microondas, infrarrojo (IR), la luz visible, los
rayos X, y rayos gamma rayos ultravioleta (UV). La radiacion ultravioleta (UV)
cae en el rango del espectro electromagnético entre la luz visible y rayos-X. Tiene
frecuencias de aproximadamente 8 * 10143 % 1016 ciclos por segundo, o hercios
(Hz), y longitudes de onda de alrededor de 380 nanémetros (1,5 % 10~°) a aproxi-
madamente 10 nm (4 * 10~7 pulgadas). De acuerdo con la Marina de los Estados
Unidos 'guia de la radiaciéon ultravioleta’, UV se divide generalmente en tres sub-
bandas: UV-A; o cerca de UV (315-400 nm); UV-B, o UV medio (280-315 nm); y
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UV-C, o lejos UV (180-280 nm). Las radiaciones con longitudes de onda de 100
nm y 180 nm se denominan a veces como el vacio o ultravioleta extrema. Estas
longitudes de onda son bloqueadas por aire, y s6lo se propagan en el vacio.

La radiacion UV que nos ocupa, es la de mayor poder energético, capaz de gene-
rar cambios en la configuracion electréonica de la materia viva, lo que origina la
produccion de reacciones fotoquimicas.

Las radiaciones electromagnéticas pueden ser absorbidas, reflejadas o transmitidas
por la materia. La frecuencia de la radiacién junto con algunas caracteristicas
del medio material (conductividad, permitividad constante dieléctrica, tamarfio,
espesor) determinan los grados de absorcion, reflexion y transmision.

Es importante tener en cuenta que como consecuencia de la absorcién de energia
se produce una atenuacién de la onda a medida que avanza por el medio material.
Se denomina profundidad de penetracion a la distancia en que las amplitudes
de los campos eléctricos y magnéticos se reducen por el coeficiente e~ (36,7 %),
o, la densidad de potencia se reduce por e=2 (13,5%), respecto a los valores de
superficies (Knave, 2001).

En cuanto a la accién de la radiacion sobre la materia, la energia de los fotones
UV-C depende de la longitud de onda y es del orden correspondiente a las energias
de ligazén existentes entre los atomos, llegando a excitar los niveles electrénicos.
Su accion sobre la materia es de naturaleza térmica y quimica. Las radiaciones
UV-C son, por tanto, muy tutiles para activar reacciones fotoquimicas.

El poder de penetracion es muy débil, la absorcion se realiza en la superficie o
en las capas poco profundas, lo que implica aplicaciones en productos de pequeno
espesor o tratamientos superficiales (Valea y J. Alonso, 1998). Es de destacar la
accion fotoquimicas de los UV sobre el oxigeno del aire (O,) efecto que consigue
su transformacion en ozono (Os), utilizado en esterilizacion y acondicionamiento
del aire y tratamiento de aguas (Adrados, 2009).

Con respecto a las magnitudes y unidades de medida en el (SI), las mas importantes
son la irradiancia y, la dosis. Se derivan del vatio y se expresan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Unidades de medida

Magnitud Unidad
Flujo Radiante Vatio(W)
Irradiancia Vatio por metro cuadrado (W/m?)
Dosis Julio por metro cuadrado (J/m?)
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La intensidad local de la radiacién varia, entre otras cosas con:

La distancia entre la lampara y el punto considerado.

La absorcion de la camisa de cuarzo que envuelve a la lampara (5 -7%).

El envejecimiento de la lampara.

La potencia instalada de las lamparas.

Las fuentes emisoras de la radiacion UV-C disponen de reflectores cuya mision es
aumentar la radiaciéon sobre el producto a tratar. Las formas mas habituales son
las parabdlicas y elipticas.

Los reflectores parabolicos son frecuentemente utilizados en procesos en los que
las superficies a irradiar son estacionarias, porque producen un haz paralelo o
divergente.

Para los procesos en los que la superficie a irradiar se mueve con velocidad uni-
forme bajo la fuente UV, se utiliza una lampara lineal, situada en el foco de un
reflector de seccion transversal eliptica. La superficie a tratar se mueve a través
del otro foco de la elipse con lo que queda expuesta a una estrecha franja de ele-
vada irradiancia (Valea y J. Alonso, 1998). Algunas lamparas, mayores de 400W
debido a su configuracién, trabajan a temperaturas elevadas, con lo que precisan
de ventilacion forzada de aire.

En la Tabla 2.2, segiin otros autores, se presenta una clasificacion de la longitud
de onda de la radiacion ultravioleta y sus efectos en los organismos.

Tabla 2.2: Clasificacién de la longitud de onda de radiacion UV y efectos en distintos
organismos.

Fuente: (Haro y Guerrero, 2013)

Clasificacion Longitud de onda Efectos en organismos
Larga 320-400nm Cambios en la piel humana (bronceado)
Media 280-320nm Quemaduras serias (cancer)
Corta 200-280nm Efecto germicida

En la Figura 2.3 se detalla el diptico acerca de la informacién que se debe de
disponer en el centro de trabajo, y de los EPLs.
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Figura 2.3: Diptico

Fuente: (Bretones y col., 2012)
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2.1.2 Aplicaciones de la radiaciéon UV-C

La irradiacién con UV-C tiene su maximo pico de emision a 254 nm y se ha
comprobado que es en esta longitud de onda donde presenta su mayor acciéon ger-
micida, por lo que ha sido ampliamente estudiada en varios tejidos vegetales (Artés
y Allende, 2005). En funcion de la intensidad y longitud de onda, la irradiacion
UV puede inducir un estrés biolégico en plantas y activar algunos mecanismos
de defensa de los tejidos vegetales, con la consecuente produccion de fitoalexinas,
(Mercier y col., 1993) la acumulacion de estos compuestos podria estar acomparfia-
da por otros sistemas de defensa inducidos, tales como modificaciéon de las paredes
celulares, sintesis de enzimas de defensa e incluso la muerte celular (M. Rivera
y col., 2007).

Segtin la Tabla 2.3 existe un efecto microbiano de la radiacion UV-C. Esta (Gard-
ner y Shama, 2000) afecta el ADN de los microorganismos, causando mutaciones
mediante la separaciéon de la doble hélice, evitando de esta manera su reproduc-
cion (Gardner y Shama, 2000). Es asi como esta tecnologia no térmica puede ser
aplicada para inactivar diversos tipos de microorganismos. La generaciéon de ra-
diacion ultravioleta monocromatica (254nm) es considerada como un medio fisico
de desinfeccion cuya aplicacién en alimentos esta atn siendo investigada.

Desinfeccion de Agua para consumo humano

La desinfeccion por luz ultravioleta (UV-C) se considera como un sistema de de-
sinfeccion rentable y facilmente implementable para el agua potable. El interés
en el proceso de desinfeccion por la UV-C es creciente por parte de la industria
embotelladora de agua. En sistemas de distribucion de agua, la reduccion de las
demandas posteriores de cloro no son las esperadas después del tratamiento (Choi,
2010). Dos sistemas UV-C se aplican generalmente para el proceso de desinfeccion
del agua potable en una planta piloto:

= Lamparas de radiacion UV-C Monocromatica de baja presion (en lo sucesivo
UVC-BP) emite sola longitud de onda a 254 nm, que esta cerca del espectro
de maxima accién microbiana.

s Lamparas de radiacion policromatica UV-MP de media presion (en adelante
UV-MP) emiten una amplia gama de longitudes de onda incluyendo UV-A,
UV-B, UV-C y la luz visible. Especial UVC-BP emite dos longitudes de onda
a 185 y 254 nm (en lo sucesivo UVC-BP para TOC) se aplica para eliminar
TOC (Carbono Orgénico Total) para producir agua ultrapura.

Aunque estos sistemas UV-C son eficaces para desactivar la mayor parte de mi-
croorganismos a excepciéon de algunos virus, no se puede garantizar la seguridad
biologica de agua del grifo porque el efecto de la irradiacion UV-C no se puede



2.1 Las radiaciones no ionizantes

mantener a largo plazo (Choi, 2010). En la Tabla 2.3 se indican las caracteristicas
de las lamparas en una planta piloto.

Tabla 2.3: Clasificacion de las lamparas en funcién de la longitud de onda de la radiacion

Uuv

Fuente: (Haro y Guerrero, 2013)

Sistema Tipo de lampara Longitud onda Capacidad Dosificacion
emisién UV(nm) (m3/h) (mJ/cm?)
L90-4 90 W Presion 185, 254 180 40
L90-15 baja para TOC 50 150
M1300 1.3kW Presidn 185 ~ 400 650 40
media
L85 85W Presion 254 120
baja
M350 350W Presion 200 ~ 400 260
media

Desinfeccion de lixiviados agricolas

El uso de los efluentes de riego en cultivos hidropoénicos puede representar un aho-
rro de hasta el 20% en agua y fertilizantes, ademas de evitar la contaminacion
del subsuelo. Hoy en dia los dispositivos comerciales de radiacion ultravioleta pa-
ra el tratamiento del agua se utilizan para su desinfeccion.Los microorganismos
son inactivados por la UV-C como resultado del dano fotoquimico a sus &cidos
nucleicos, con valores méximos de absorcién en longitudes de onda proximas a los
265nm (UV-C) (Adrados y col., 2005).

El empleo de lamparas de descarga de baja presion de mercurio con emision funda-
mentalmente a una longitud de onda de 254nm son més efectivas que las de media
presion. Estas primeras se muestran suficientes para la desinfeccion de lixiviados
a partir de 75W, con tal de que la lamina de los mismos en la cubeta del reactor
no sobrepase los 5mm. (Adrados y col., 2005).
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Meétodos de eliminacion de pesticidas

Uno de los principales motivos por los que muchos pesticidas son persistentes en
el medio ambiente es que son compuestos con anillos aromaticos, que tienen una
absorcion méxima entre 200 y 350nm. Si se observa el espectro de radiacion solar
a nivel del suelo por debajo de 295 nm., este es practicamente nulo, de lo que se
deduce que la radiacién solar no tiene suficiente energia para descomponer estos
compuestos.

Se tiene entonces dos posibilidades:

1. Utilizacién de fotosensibilizadores que aprovechan la radiaciéon solar.

2. Empleo de fuentes artificiales de radiacion ultravioleta para la descomposi-
cion de pesticidas. Esta técnica es especialmente recomendable cuando los
caudales a tratar no son muy elevados.

En algunos casos, aunque se irradie con UV-C, la fotodegradacion transcurre con
una cinética muy lenta. Para acelerar el proceso, se pueden anadir oxidantes al
medio de reaccién, tales como ozono y perdxido de hidrogeno. Estos compuestos,
aun anadidos en cantidades muy pequenas hacen aumentar considerablemente la
velocidad de reaccién. Dentro de los tratamientos que emplean la radiaciéon para
obtener la degradacion de pesticidas, tanto utilizando luz solar como lamparas UV-
C; hay que citar también los que consisten en anadir al sistema un semiconductor
como el TiO,, o ZnO. En este caso, se logra la formaciéon de oxigeno que actia
como oxidante (Chamorro y Esplugas, 1995; Adrados, 2009).

De todos los métodos de degradacion de pesticidas debe elegirse el que mejores
resultados proporcione, de modo que los productos finales sean méas biodegradables
y menos toxicos que los de partida (Chamorro y Esplugas, 1995).

Irradiacion de alimentos

Como el tratamiento con radiacion UV-C tiene tantas variables es dificil establecer
parametros respecto a la intensidad del tratamiento, ya que cada alimento necesita
una dosis especifica de radiacion.

Debido a ello, para un mismo alimento se pueden tener rangos de dosis muy diver-
sos. En general y de manera no oficial, la mayoria de los investigadores consideran
una dosis de radiacién como baja cuando ésta es menor o igual a 1 kJ/m? y es con-
siderada como alta cuando la dosis es mayor o igual a 15 kJ/m? (Haro y Guerrero,
2013).
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Efecto hormico de la UV-C
Se han propuesto varias definiciones para el término hormesis.

Segtin Calabrese y Baldwin (2002) hormesis es una respuesta adaptativa con ca-
racteristicas diferenciables por la relacion dosis-respuesta, que es inducida por un
proceso de accion directa o de sobre-estimulacion a dosis bajas. La exposicion de
los tejidos a dosis bajas de irradiaciéon UV puede inducir la produccién de compues-
tos fungicidas como fitoalexinas, y retrasar procesos de maduracién y senescencia.
En el sector horticola, esto permite reducir las pérdidas postcosecha ocasionadas
por desordenes fisioldgicos, como danos por frio, susceptibilidad al ataque de fito-
patogenos, dafios mecanicos y pérdida de firmeza entre otros. (M. Rivera y col.,
2007)

2.1.3 Aplicaciones al tratamiento de citricos

Las radiaciones son tratamientos fisicos consistentes en tratar los frutos citricos
con radiacion de energia superior (longitud de onda inferior) a la de la luz visible.

La luz ultravioleta lejana (UV-C, longitud de onda de 100 a 280 nm) aplicada a
dosis bajas (0,5 a 8,0 kJ/m?) puede reducir la incidencia de podredumbres, aunque
la efectividad es limitada y existe el riesgo de que se produzcan fitotoxicidades en
funcién de la dosis, el tipo de fruto y su estado de madurez (Droby y col., 1993;
Palou, 2009). Los tratamientos que han probado los distintos equipos de investiga-
dores incluyen la irradiacion de la fruta a longitudes de onda (\) correspondientes
a diferentes regiones del espectro electromagnético, es decir, la luz azul (390 <A\
<540 nm), ultravioleta lejano luz (UV-C, 100 <A <280 nm) y las radiaciones ioni-
zantes (A <100 nm). Obviamente, las necesidades tecnologicas para la aplicacion
de estos tratamientos de irradiaciéon difieren unos de otros, y también los necesarios
para la aplicacion de calor, en el caso de tratamientos combinados (Palou, 2014).

Como se ha comentado con anterioridad, el modo predominante de accién de la luz
UV-C para el control de enfermedades de postcosecha es la induccién de respuestas
beneficiosas en el fruto huésped gracias al fen6meno conocido como hormesis. La
exposicién a luz UV-C debe ser optimizada para cada tipo de fruta y caso de
aplicacion con el fin de maximizar la eficacia sin produccién de danos en la corteza

(Ben-Yehoshua, 2005a).

Para una implementacion comercial factible, los dispositivos de iluminacién deben
integrarse en aplicadores de radiacion UV-C en las lineas de envasado de citricos,
y con las medidas de seguridad apropiadas (Palou, 2014).
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2.2 El agua caliente

La inmersion en agua caliente es un método fisico para el control de enfermedades
mucho maés sencillo y practico que puede dar buenos resultados, especialmente
en combinacién con otros tratamientos de distinta naturaleza. Por ejemplo, el ca-
lentamiento de soluciones acuosas de productos quimicos antifingicos aumenta
significativamente su efectividad y permite disminuir sensiblemente las dosis de
aplicacion. Con agua sola normalmente se utilizan banos de 1-3 min a tempera-
turas de 45-50°C, pero hay que tener en cuenta que el margen existente entre las
temperaturas efectivas y fitotoxicas es muy estrecho. En general, temperaturas
superiores a 53°C resultan ser fitotoxicas (Rodov y col., 2000; Palou y col., 2001a;
Ben-Yehoshua, 2005b).

El bano de agua caliente es una tecnologia mas facil, mas barata y mas factible pa-
ra la aplicaciéon de calor que el curado, pero debido a sus limitaciones, actualmente
sblo se aplica a nivel comercial como tratamientos aislados a fruta pequena como
kumquat, cuya cascara también se come, o algunos citricos en citricultura ecolé-
gica (Ben-Yehoshua, 2005b). Esto es debido a la falta de persistencia y actividad
preventiva del tratamiento (Palou, 2009).

Otra razéon importante es que la actividad curativa de agua caliente esta muy
influenciada por la especie de fruto y su condicién. En general, es menor en la
fruta que es mas susceptible a la enfermedad; es mas baja en las mandarinas que
en las naranjas y disminuye con la madurez de la fruta durante la cosecha (Schirra
y col., 1998). El uso de soluciones quimicas antiftingicas calentadas es méas comun
en las centrales de citricos y se aplican generalmente a través de sistemas continuos
en los que la fruta tratada se mueve lentamente de un extremo de la balsa de agua
al otro. (Palou y col., 2002a).

Otras limitaciones a la utilizacién comercial de calor en las balsas de agua son los
costos de la energia y la necesidad de tanques de gran volumen.

Otro sistema de aplicaciéon de calor son las lavadoras equipadas con cepillos y agua
caliente ("hot water brushing’, HWB) en las que las frutas pasan durante 10-30 s
sobre cepillos en rotacion y reciben una ducha de agua calentada a 55-65°C.

Esta tecnologia fue desarrollada por primera vez en Israel, donde se encontré que
el HWB reducia el podrido en un porcentaje entre el 45% y 55 % en mandarinas
cultivadas ecologicamente, que las naranjas y pomelos no presentaban lesiones de
la corteza y que no habia ninguna influencia adversa en la pérdida de peso de la
fruta en los parametros de calidad interna (Porat y col., 2000a).

También se observé que un modo de accién indirecto de la aplicacion HWB en
pomelos, fue la induccion de resistencia de la fruta contra P. digitatum (Porat
y col., 2000Db).
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2.3 Tratamientos combinados

Una de las premisas para su aceptacion general en el sector, es que la eficacia
de los tratamientos alternativos tiene que ser comparable a la proporcionada por
los tratamientos fungicidas convencionales. Desafortunadamente, la alternativa de
realizar tratamientos independientes biologicos, fisicos, quimicos no puede actual-
mente alcanzar tales niveles de eficacia, precisamente debido a su naturaleza no-
contaminante y a las limitaciones inherentes consiguientes para el control del po-
drido. Por lo tanto, el uso de distintos tratamientos combinados dentro de una
estrategia del. Control Integrado No Contaminante de Enfermedades de Postco-
secha (CINCEP) es defendido con el fin de ofrecer un nivel consistente de control
de la enfermedad rentable.

En general, hay tres tipos de objetivos que persiguen la integraciéon de dos o mas
tratamientos:

1. Tratamientos aditivos y/o sinérgicos a efectos de aumentar la eficacia y/o la
persistencia de los tratamientos individuales.

2. Buscar en los dos tratamientos efectos complementarios para combinar las
acciones por ejemplo preventiva y curativa.

3. La implementacion comercial potencial de varios tratamientos eficaces que
son demasiado poco practicos, costosos o arriesgados como tratamientos in-
dividuales (Palou y col., 2008).

La mayor parte de las investigaciones realizadas por distintos equipos en todo
el mundo se han centrado sobre la integracién de los tratamientos alternativos
contra el moho verde y azul de los citricos e incluyen el calor o el biocontrol como
importantes métodos de control en los tratamientos combinados de postcosecha.

La facilidad de utilizaciéon de la luz UV-C y el agua caliente como tratamientos
combinados se debe sobre todo a su doble modo de accion.

Los efectos tanto del calor como de las irradiaciones sobre las enfermedades de
postcosecha pueden ser directos o indirectos. Los primeros se refieren al efecto
del tratamiento sobre el propio patégeno (esporas o micelio en crecimiento) y
los segundos a la induccion en el fruto huésped de mecanismos de resistencia
a la infeccion (Palou, 2009). Los tratamientos pueden aumentar los niveles de
compuestos antifingicos preformados presentes en la piel de los citricos, como el
citral, algunas flavanonas y polimetoxiflavonas, o proteinas antiftngicas como la
quitinasa o la [-1,3-glucanasa. Estas sustancias estan presentes de forma natural
en frutos inmaduros que se muestran resistentes a enfermedades, pero sus niveles
disminuyen considerablemente después de la cosecha y durante el almacenamiento.
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Los tratamientos con luz UV-C y agua caliente también pueden inducir la biosin-
tesis en el flavedo de fitoalexinas, compuestos antifingicos no constituyentes entre
los que destacan la escoparona y la escopoletina (M. Alonso y Palou, 2007; Cayuela
y Benitez, 2010). Por otro lado, el calor puede catalizar la biosintesis en heridas de
la piel de ligninas y materiales analogos que acttian como una barrera fisica a la
penetracion de las hifas del hongo. Ademaés, el agua caliente, puede llegar a fundir
las ceras epicuticulares del flaveado y taponar asi micro-heridas y vias de entrada
de los patogenos (Palou y Plaza, 2005).

Por otra parte distintos estudios indican que si la inoculacién de las esporas de
Penicillium se realiza a los 2 y 6 dias tras el tratamiento con UV-C, se produce la
méaxima resistencia a la podredumbre verde y la maxima induccién de antifangicos
como la escoparona en citricos después de estos periodos de tiempo, en funciéon
del factores como el cultivar o el estado de madurez del fruto (Rodov y col., 1992;
Droby y col., 1993; Kuniga y Matsumoto, 2006).

El interés por los métodos alternativos para el control de las podredumbres post-
cosecha de los cultivos horticolas ha ido creciendo de forma continua con el fin de
minimizar los tratamientos de pre o postcosecha con agroquimicos (Ben-Yehoshua,
2003a).

La combinacion de los tratamientos de agua caliente y UV-C puede aumentar
la resistencia del fruto a P. digitatum a través del calor y mediante la irradia-
cion utilizando los distintos prototipos disenados, y conseguir una reduccién de la
incidencia del podrido.

También, la aplicacién de calor reduce notablemente la incidencia del podrido y
la sensibilidad de los citricos y otras frutas al dafio por frio (Schirra y D “hallewin,
1996). Varios métodos de aplicacion de calor se han desarrollado con éxito. El
curado de la fruta durante 72 h a 36°C, o un tiempo corto de aplicaciéon de agua
caliente dio resultados favorables en varios cultivares de citricos. Los mejores re-
sultados se obtienen por inmersién en agua caliente durante 2 minutos a 53°C, y
el cepillado de la fruta en una lavadora de agua caliente durante 10-30 segundos a
temperaturas entre 52-62°C.

Otro resultado importante del tratamiento térmico es la aplicacién de calor a los
frutos citricos en la reduccion de la dosis de imazalil (IMZ) de 1000 a 250 ppm.
UV-C, a diferencia de los tratamientos térmicos, actiia por si mismo como un
inductor fisico abiético de los mecanismos de resistencia. La irradiaciéon con UV-
C inhibe la descomposiciéon de los citricos inoculados y provoca la sintesis de los
fitoalexinas - escoparona y escopoletina. Sin embargo, este tratamiento también
fue fitotoxico. Se encontraron dosis y condiciones de la irradiaciéon que reducen
los podridos en Kumquat, naranja de cv Valencia-late’ y pomelo Star Ruby y
sin fitotoxicidad para el fruto. Se necesitan estudios a gran escala con irradiacion
de UV-C de pomelos Star Ruby para determinar si la reducciéon del podrido sin
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producir fitotoxicidad en el fruto, podria aplicarse comercialmente. Sin embargo,
tanto el calor como la UV-C no pueden igualar la alta eficiencia de control de la
caries alcanzado por los fungicidas postcosecha utilizados en la actualidad.

La combinacion de tratamientos térmicos y de UV-C combinados reducen el po-
drido por P. digitatum y mejoran la calidad de los frutos de kumquat y naranja
cv 'Washington Navel’ y es mejor que cualquiera de los tratamientos realizado por
separado.El tratamiento térmico seguido por irradiacion de UV-C es la combina-
cion més eficaz en el control de esta podredumbre postcosecha con inmersiéon en
agua caliente o el curado de aire caliente para reducir el dano inducido por el trata-
miento UV-C subsiguiente. Si el tratamiento UV-C precede al tratamiento térmico,
se inhibe la obtencion de fitoalexinas. La irradiacion con UV-C se considera una
potencial herramienta adicional en la estrategia de tratamientos combinados para
el control del podrido de los citricos, aunque la radiacién UV-C por si mismo no
puede alcanzar la alta eficiencia de control del podrido de los fungicidas utilizados
en la actualidad (Ben-Yehoshua y col., 2005).
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Capitulo 3

Objetivos

El objetivo de la presente tesis es desarrollar un sistema nuevo de control no
contaminante de enfermedades de postcosecha dentro de una gestion integrada
CINCEP, mediante combinaciéon de tratamientos fisicos, con una estrategia de
barreras para el control del podrido ocasionado principalmente por P.digitatum
en citricos.

3.1 Objetivos especificos

= Disenar y evaluar varios prototipos de aplicador ultravioleta para el trata-
miento postcosecha de citricos, empleando lamparas de emision de UV-C,
entre otras de mercurio a baja presion.

= Establecer la actividad curativa y preventiva contra la podredumbre ver-
de causada por el patogeno P. digitatum de exposiciones de frutos citricos
(mandarinas o naranjas) a iluminacion UV-C sola o en combinacién con otro
tratamiento antifungico de postcosecha como es el agua caliente, de los culti-
vares comerciales de mandarina y naranja mas importantes de la Comunidad
Valenciana.

= Probar distintas dosis de aplicacién de UV-C en los prototipos para establecer
el rango de dosis efectivas, y no fitotoxicas.

= Relacionar la capacidad de control de los tratamientos con los principales
parametros de calidad externa e interna del fruto, su grado de madurez y su
susceptibilidad a P. digitatum.
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= Determinar la efectividad de los tratamientos de UV-C solos o combinados
en los cultivares comerciales de mandarina y naranja més importantes de la
Comunidad Valenciana.



Capitulo 4

Material y métodos

4.1 Diseno y planificacién de prototipos

En un primer lugar se disefi6 el prototipo I (Figura 4.1) con base en aluminio y
lampara de 55W de vapor de mercurio de baja presion, que emite radiaciéon de
longitud de onda con un maximo de 253 nm (UV-C). El encendido es mediante
reactancia electronica de 58W. El eje longitudinal de la lampara se sittia en el
foco del reflector cilindro-parabdlico también en aluminio, paralelo al plano de la
bandeja de tratamientos.

El campo de potencias para el prototipo I se determiné mediante sensor tipo
fotodiodo calibrado como el de la Figura 4.2, y con una irradiancia que oscil6 entre
4 y 10 mW /cm?. El calibrado previo a cada ensayo se realizé6 también mediante
este sensor. Para la medida de los tiempos de exposiciéon a las distintas dosis se
utiliz6 un cronémetro.

El prototipo IT (Figura 4.3) esta compuesto por lampara de amalgama de indio de
180W (50W de UV-C a 254 nm), tubos de 110 cm de longitud, en funda de cuarzo
puro, con reactancia electronica de 200W /2 A, y proyector cilindro-parabolico en
aluminio sin pulir. La caAmara de tratamientos de 150 x 15 x 13 cm presenta una
bandeja extraible con celdillas para depositar las frutas, dando una irradiancia
entre 25 mW /cm? y 30 mW /cm?. Este prototipo es mas potente y permite acortar
los tiempos de tratamiento.

La lampara de este prototipo se calenté en exceso disminuyendo su potencia a
partir de los 35°C, por lo que se refriger6 mediante corriente de aire longitudinal
proporcionada por un ventilador de 35W (160 m?3 /h).
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Figura 4.1: Interior prototipo I en funcionamiento.

Figura 4.2: Sensor UV-C y cronometro.

En la Figura 4.4 se observan los dos primeros prototipos construidos.
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Figura 4.3: Reactor prototipo IT de UV-C e interior

Figura 4.4: Izquierda prototipo I, en la derecha vista parcial del prototipo II.
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El prototipo III (Figura 4.5) se disefi6 para ser integrado en una futura linea piloto.
Se realizo el tratamiento a las frutas de manera mecéanica en la rulada de aluminio
del aplicador. La fruta rueda y se desplaza arrastrada sobre los rodillos. Por tanto,
la exposicion de la superficie de la fruta es mas homogénea a la luz UV-C. El
aplicador de UV-C estd montado sobre un transportador de rodillos de 3 metros
de largo y 0,5 metros de ancho.

La iluminacién es proporcionada por tres lamparas de vapor de mercurio de 55 W
de baja presion, montadas en un marco de aluminio colocado 16 cm por encima de
la rulada. Las lamparas son de las mismas caracteristicas que la utilizadas para el
prototipo I, y estan 5 cm superpuestas entre si para superar la pérdida de radiacion
en sus extremos.

La irradiancia media suministrada por las tres lamparas a 6 cm por encima de
la rulada de transporte fue de 5 mW /cm?, la cual se determiné desplazando el
sensor por el interior del aplicador. Con el fin de regular el caudal y por tanto
la dosis de exposicion UV-C, la velocidad de la cinta transportadora se ajustod
para proporcionar un tiempo de tratamiento de 20 segundos a 2 minutos, lo cual
produjo una dosis de luz UV-C 1,25 hasta 6,0 kJ/m?, respectivamente.

En los distintos prototipos se puede variar la dosis de UV-C aplicada, bien variando
la altura de la lampara, o bien el tiempo de exposiciéon. En general, se optd por
variar el tiempo de exposiciéon para la aplicaciéon de las distintas dosis seleccionadas
en cada ensayo.

Figura 4.5: Imagenes del prototipo III que muestra el motor de arrastre de la rulada el
variador de la velocidad y la posicién de las lamparas.

Los disenos, montajes y tratamientos con los prototipos de UV-C se llevaron a
cabo en las instalaciones anejas a los invernaderos del area de Electrotécnica del
Departamento de Ingenieria Rural y Agroalimentaria (DIRA), en la Universidad
Politécnica de Valencia(UPV).
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4.2 Ensayos de capacidad de control de la podredumbre
verde. Tratamientos combinados de UV-C y agua
caliente

Para los tratamientos combinados se estudiaron las dos secuencias de combinacién:
agua caliente + tratamiento UV-C, y UV-C + agua caliente. Los tratamientos
con agua caliente se realizaron en una balsa de acero inoxidable de 2501 con dos
resistencias de 4500W cada una, termostato y bomba de recirculacion. La fruta
se introdujo en cestas de rejilla de acero inoxidable, con capacidad entre 20 y 30
frutos, que se sumergieron en el bano el tiempo preestablecido segin la dosis a
aplicar (Figura 4.6).

Figura 4.6: Comprobacion de la temperatura de agua caliente en la balsa de tratamiento
mediante un termoémetro digital con sonda metalica inoxidable tipo pt100 y los cestos
utilizados para colocar los frutos.

Los tratamientos con agua caliente se realizaron en la planta piloto del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), dependiente de la Conselleria de
Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climéatico y Desarrollo Rural.
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Para la realizacion de los tratamientos combinados, después del tratamiento con
agua caliente, las frutas fueron secadas con papel secante, y colocadas en cajas
preparadas para su transporte al invernadero que posee la unidad de Electrotecnia,
en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agréonomos y del Medio Natural de
la UPV (ETSIAMN), donde se encontraban los distintos prototipos para efectuar
el correspondiente ensayo.

El tiempo transcurrido entre los dos tratamientos era de una hora.

Para el caso de recibir la fruta en primer lugar la dosis de radiacion UV-C y
posteriormente el tratamiento con agua caliente, se realizaba el proceso de manera
viceversa al descrito con anterioridad.

Para la inoculacion de las esporas del hongo se utilizaron unos punzones como los
que aparecen en la Figura 4.9.

4.2.1 Protocolo general

Determinacion de los parametros de calidad

Para relacionar la capacidad de control de los tratamientos con la calidad del
fruto y su susceptibilidad a P. digitatum, antes de los ensayos de efectividad se
determinaron los parametros de calidad maés significativos y medibles de las fru-
tas de la muestras utilizadas y tratadas posteriormente con los prototipos UV-C
correspondientes de los distintos ensayos.

Los atributos fisicos de calidad que se determinaron en mandarinas/clementinas y
naranjas de varios cultivares fueron los siguientes:

Se describen en primer lugar los significados de los parametros medidos para su in-
terpretacion posterior, que permiten determinar la calidad y el estado de turgencia
de los frutos (Wild, 1998), y los cambios en la firmeza de la corteza de las manda-
rinas y naranjas (Muramatsu y Takahara, 1999), y en general los parametros de
calidad externa en el estado de los frutos (Barreiro y Ruiz-Altisent, 1996).

Color de la corteza

El color de la corteza de los citricos se midi6é con un colorimetro MINOLTA usando
las coordenadas de color de HunterLab. La relacién a/b es un buen indicador de
los cambios de color en los citricos (Stewart y Wheaton, 1971), mientras otros
autores (Jiménez-Cuesta y col., 1981), han propuesto un indice de color medido,
siendo su valor Ic.

1000 % a
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En la Ecuacion 4.1, donde L mide la luminosidad: Se toman en el ecuador de
la fruta lecturas de la coloracion, obteniéndose los valores de L, a y b con el
colorimetro y se calculd la relacion a/b (Porras y col., 1996).

Este parametro es el que interviene en el analisis posterior, existiendo una relacién
entre el valor de a/b del colorimetro y la carta de colores en la Tabla 4.1, que se
presenta a continuacién, siendo la equivalencia siguiente:

Tabla 4.1: Tabla colorimétrica de citricos

Fuente: (Lacer y Casas, 1989).

Color Nim  a/b

0,737
-0,386
-0,129
-0,023
0,067
0,147
0,159
0,196
0,240
0,357
0,442
0,521
0,669
0,849

— =
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Se realizaron dos medidas en la zona ecuatorial de 30 frutos.

Grosor del flavedo y grosor total de la corteza (flavedo+albedo): Se deter-
minaron los espesores en 30 frutos, en dos puntos opuestos de la zona ecuatorial
con un pie de rey digital.

El grosor de la corteza es un factor que varia dependiendo del tipo de citrico.
La nutriciéon vegetal influye en el estado de la corteza. El nitrogeno y el potasio
incrementan su grosor, y el fosforo lo reduce.

En el flavedo son importantes los pigmentos y los aceites esenciales. Los pigmentos
dan su color amarillo o anaranjado a los frutos. Antes de madurar predomina el
color verde del pigmento clorofila. A medida que la fruta va madurando aparecen
los carotenoides que estaban enmascarados por la clorofila.
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En el albedo se encuentras sustancias pécticas que tienen la propiedad de embeber
grandes cantidades de agua (Agusti, 2000).

Compresion: Aporta un valor de firmeza de la corteza del fruto a través de una
determinada fuerza aplicada (1Kgf), obteniéndose una determinada deformacion,
generalmente pequena.

Firmeza (Instron) compresion: Es el porcentaje de deformacion de la corteza al
ser sometida a una carga de 10 N en su zona ecuatorial mediante el equipo Instron
Universal Testing Machine Mod. 4301 (Figura 4.7). La compresiéon se determin6
en 30 frutos. Es un ensayo de compresion cuasi-estatica no destructiva de los
frutos, basada en un contacto cilindrico, que aporta un valor de indeformabilidad
(N/mm).

Figura 4.7: Instron para realizar los ensayos de compresion y rotura.

Rotura de la piel (Instron): Es la resistencia de la corteza a la rotura. Es la fuerza
necesaria para romper la corteza al ser sometida a cargas con una punta de 5 mm
de diametro en su zona ecuatorial mediante el equipo Instron Universal Testing
Machine Mod. 4301 (Figura 4.7).

Es una medida de la resistencia (N/cm?) a la penetracién para un determinado
didmetro de vastago. Se determiné en un total de 30 frutos.

Con el instrumento Instron se midi6 la resistencia a la rotura de la corteza. La
resistencia es la tension maxima que el citrico es capaz de soportar (N/cm?).La
tensiéon de compresion, se calcula a partir de la carga méxima durante un ensayo
de compresion llevado a cabo hasta la rotura.
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Valores més altos indican un menor grado de madurez fisiologica del fruto.

Turgencia, es el estado de hidrataciéon del la corteza del fruto que es establecido
a través de la presion de turgencia(Kgf/cm?). La liberacion del aceite esencial se
realiza con un penetréometro manual, y mide la resistencia a su liberacion. Esta se
detecta gracias a la colocacion de un papel de filtro entre la punta del penetrometro
y la corteza. Se determiné en dos puntos opuestos de la zona ecuatorial de la corteza
un total de 30 frutos en cada uno de los ensayos. Se midi6 con un penetréometro
Fruit tester mod. UAT 04 (Figura 4.8).

Figura 4.8: Penetrometro UAT-4.

Preparacion del inoculo

Para realizar la inoculacién correctamente, se hizo primero en la fruta una marca
con un rotulador que indicaba la zona del ecuador de la mandarina/naranja que
se inocularia con el hongo, para ser posteriormente tratada correctamente con el
prototipo. Por otro lado y para preparar la concentracién deseada de 10° espo-
ras/ml, se cogieron esporas del hongo, que que se encontraban en una placa Petri,
incubada en medio PDA durante 7-14 dias con un pequenio punzén esterilizado
con calor.

Estas esporas se depositaron en unos tubos de ensayo de agua con tween 80®
para evitar la agregacion de las mismas. Las esporas en soluciéon se contaron con
un hematocitrometro, concretamente una camara Thoma. A partir de la densidad
obtenida en el recuento, se prepar6é una suspensiéon de la densidad deseada por
dilucién con agua estéril. En la Figura 4.9 se observan distintos punzones para la
inoculacion.
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Figura 4.9: Punzones utilizados para la inoculacién con P. digitatum en el punto de la
zona ecuatorial.

Ezxposicion a luz UV-C. Actividad curativa/preventiva

Se han disenado dos tipos de ensayos para establecer la actividad curativa y pre-
ventiva contra la podredumbre verde de exposiciones de frutos citricos (mandarinas
o naranjas) a iluminacion UV-C sola o en combinacion con agua caliente:

Los ensayos curativos, en los que en primer lugar se inocula el hongo y con poste-
rioridad se aplican las distintas técnicas de inactivacién del mismo.

Y los ensayos preventivos, en los que el proceso es a la inversa. Primero se apli-
can las técnicas autoinductoras de sustancias protectoras y con posterioridad se
inocula el hongo.

Accibén curativa
Los tratamientos con los prototipos UV-C se realizaron en la instalacion aneja a
los invernaderos del area de Electrotecnia de la ETSTAMN.

Los tratamientos con agua caliente, se realizaron en la planta piloto del Centro
de Tecnologia Postcosecha del IVIA. Los tratamientos se realizaron 24 h después
de la inoculacion fungica, para que se pudiera producir la infecciéon del fruto por
parte del hongo.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del Centro de Tecnologia Postcosecha del IVIA.

La lectura del namero de frutos podridos (% de incidencia) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) se realiz6 a los 4 y 7 dias de los
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tratamientos (5 y 8 dias de la inoculacién), y la lectura del nimero de frutos con
danos aparentes en la corteza y esporulados a los 7 dias de los tratamientos.

Accion preventiva
Los tratamientos con los prototipos UV-C se realizaron en la instalacién aneja a
los invernaderos del area de Electrotecnia de la ETSIAMN.

Los tratamientos con agua caliente, se realizaron en la planta piloto del Centro de
Tecnologia Postcosecha del IVIA. Los tratamientos se realizaron 24 h antes de la
inoculacién fangica, para que se pudiera producir la infeccion del fruto por parte
del hongo.

La lectura del nimero de podridos ( % de incidencia) y del crecimiento del hongo en
el punto de inoculacion (severidad, mm) se realizo a los 4 y 7 dias de la inoculacion
y la lectura del numero de frutos con danos aparentes en la corteza y esporulados
a los 7 dias.

Tratamientos combinados

La secuencia de combinacién de los tratamientos que se realizaron fueron los si-
guientes:

1. CON: control inoculado y no tratado.

2. AG: agua caliente: bano de agua caliente a 50 °C, durante el tiempo de
estudio.

3. UV: tratamiento con UV-C a la dosis de estudio en cada ensayo.

4. AG + UV: bano de agua caliente a 50 °C durante el tiempo de estudio, secado
manual y tratamiento UV-C a la dosis de estudio en cada ensayo.

5. UV + AG: tratamiento UV-C a la dosis de estudio y bafio de agua caliente
a 50 °C a la dosis de estudio en cada ensayo.
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Descripcion de los resultados medibles

Para cada uno de los ensayos se determinaron los parametros que se recogen en la
tabla (Tabla 4.2.)

Tabla 4.2: Parametros medibles en cada uno de los ensayos.

Pardmetros medibles de forma objetiva.

Parametro Unidad de medida
Incidencia Fruta podrida (%)
Esporulacion Fruta esporulada (%)
Severidad Crecimiento del hongo sobre el fruto milimetros (mm)

Después del periodo de incubacion, las heridas se examinaron y se registro la
presencia o ausencia de podredumbres, se midieron los diadmetros de las zonas
afectadas, y se realizo la lectura del namero de frutos con dafnos aparentes en la
corteza y severidad a los 4 dias y 7 dias de los tratamientos.

Andlisis estadistico

En todos los ensayos, los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA)
empleando el programa Statgraphics Plus 4.1 (Manugistics Inc.). Los datos de in-

cidencia de la enfermedad se transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada del

porcentaje de podrido para asegurar la homogeneidad de las varianzas, antes del

ANOVA. Para el analisis de severidad solamente se tuvieron en cuenta los valo-

res distintos de cero, es decir, se descartaron los valores correspondientes a frutos

inoculados y no infectados.

El nivel de significaciéon se ha tomado para P < 0,05. Se ha aplicado el test de
Fisher de minima diferencia significativa (LSD) para establecer diferencias entre
los valores medios. Los valores mostrados son los datos no transformados.

4.2.2 Resumen de los ensayos realizados

En los ensayos realizados se ha determinado la efectividad de los tratamientos
de UV-C solos o combinados con agua caliente en varios cultivares de naranja y
mandarina, junto a la determinacién de varios pardametros de calidad para buscar
correlaciones con los tratamientos realizados en los distintos prototipos, buscando
en primer lugar efectos curativos y posteriormente preventivos.

Todos los ensayos se describen con mas detalle en la Subseccion 4.2.3.

En la Tabla 4.3 se indican los ensayos realizados en las distintas campanas.



Tabla 4.3: Ensayos ILUV realizados entre las campanas de recoleccion 2008 y 2011.
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. CURATIVO PREVENTIVO BANO PROTOTIPO DOSIS C.ESPORAS
ENSAYO VARIEDAD RECOLECCION COMBINADOS CALIDAD
DIAS / HORAS DIAS/HORAS Temp Tiempo UV-C kJ/m*>  esporas/ml.

ILUV 1 ORTANIQUE TEMPRANA 124 SI 50°C  lmin. I 12 105 SI
ILUV 2 ORTANIQUE TARDIA /24 SI 50°C  2min I 24 100 SI
ILUV 3 VALENCIA-LATE TEMPRANA 24 SI 50°C  2min. 1I 24 105 SI
ILUV 4 VALENCIA-LATE TARDIA 24 SI 50°C  2min. I 12 105 SI
ILUV 5 CLEMENULES TEMPRANA 1/ 2/ NO I VARIAS 105 NO
ILUV 6A ORTANIQUE TEMPRANA 2y6/ NO I 5-10 1015 NO
ILUV 6B ORTANIQUE TARDIA 2y6/ NO 1 5-10 1015 NO
ILUV 7 ORTANIQUE TARDIA 2/ SI 50°C  Imin. 1 5 1074 SI
ILUV 8 VALENCIA-LATE TEMPRANA 2/ NO 1015 NO
ILUV 9 VALENCIA-LATE TEMPRANA 2/ SI 50°C  lmin. 1 5 1015 SI
ILUV 10 NAVEL LANE-LATE TARDIA 2y6/ NO 111 5 1013 NO
ILUV 11 ORTANIQUE TEMPRANA 4y6/ NO 111 5 1013 NO
ILUV 12 ORTANIQUE TARDIA 6/ NO 11 5 104 NO
ILUV 13 ORTANIQUE TARDIA 6/ NO 111 5 1074 NO
ILUV14 VALENCIA-LATE TEMPRANA 6/ SI 50°C  2min. 111 25-5 1074 NO
ILUV1S VALENCIA-LATE TARDIA 6/ SI 50°C  2min. 11 25-5 5x10M NO
ILUVI16 CLEMENULES DESVERDIZADO NO 11 25-5 NO SI

NAVEL LANE-LATE DESVERDIZADO NO 11 2,5-5 NO SI
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4.2.3 Ensayos especificos

ILUV

Los trabajos se realizaron durante las campanas de recoleccién de fruta, entre los
anos 2009 y 2011. Los ensayos realizados se denominaron con el término ILUV,
nombrandose cada uno de ellos mediante un ntimero identificativo: ILUV-1, ILUV-
2, etc.

En ellos se ha determinado la efectividad de los tratamientos de UV-C solos o
combinados con agua caliente en los cultivares de mandarina y naranja més im-
portantes en la Comunidad Valenciana. En la primera y segunda campanas ademas
se han determinado los parametros de calidad para relacionar la capacidad de con-
trol de los tratamientos realizados con estos parametros, y su susceptibilidad a P.
digitatum. En total se han realizado 16 ensayos ILUV, en las distintas variedades
de citricos, y en algunos casos en dos estadios distintos para la misma variedad:
temprano y tardio.

Campana 2008-2009

ILUV-1

En este ensayo se evalu6 el efecto curativo del tratamiento UV-C, y se utiliz6 el
prototipo II, para reducir el tiempo de exposicion de los frutos a la irradiacion,
s6lo y en la combinacién de secuencias con agua caliente.

Frutos y procedimiento
Se determinaron previamente los parametros de calidad:

Color corteza.

= Firmeza (Instron).

Rotura piel (Instron).

Liberacion aceite esencial (penetrometro).

= Grosor corteza y flavedo.

Mandarinas cv ’Ortanique’ de recolecciéon temprana. Unidad muestral de 4x10 (4
repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tratamiento, 5 tratamientos, total inocu-
lado: 200 frutos.

Los tratamientos se realizaron 24 h después de la inoculacién fingica. Los tra-
tamientos de agua se realizaron en bano de agua caliente en la planta piloto del
IVIA, y los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN.
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Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del nimero de frutos podridos (incidencia %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) se realizo a los 4 y 7 dias de los
tratamientos (5 y 8 dias de la inoculaciéon). También se determiné el porcentaje
de la fruta que present6 esporulacion a los 7 dias.

La lectura del ntmero de frutos con danos aparentes en la corteza y la severidad
del dano se realiz6 a los 4 dias de los tratamientos.

Tratamientos

1. T1: control inoculado y no tratado.
2. Ty: agua caliente: 50°C, 1 min.

3. Ts: irradiacion con UV-C: dosis 12 kJ/m? (exposicién de 1 min), con el
prototipo II dando una irradiancia en el plano de aplicacion de 20mW /cm?.

4. Ty: agua caliente: 50°C, 1 min + secado manual (papel) + dosis UV-C de 12
kJ/m?.

5. T5: dosis UV-C de 12 kJ/m? + agua caliente a 50°C, 1 min.

ILUV-2

En este ensayo, se evalud el efecto curativo del tratamiento UV-C, y se utilizo el
prototipo II, para reducir el tiempo de exposicién de los frutos a la irradiacion,
sblo y en la combinacién de secuencias con agua caliente.

Frutos y procedimiento
Se determinaron previamente los parametros de calidad:

= Color corteza.

= Firmeza (Instron).

= Rotura piel (Instron).

= Liberacion aceite esencial (penetrometro).
= Grosor corteza y flavedo.

Mandarinas cv ’Ortanique’ de recoleccion mas tardia. Unidad muestral de 4x10 (4
repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tratamiento, 5 tratamientos, total inocu-
lado: 200 frutos.
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Los tratamientos se realizaron 24 h después de la inoculacién fingica. Los tra-
tamientos de agua se realizaron en bano de agua caliente en la planta piloto del
IVIA, y los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del nimero de frutos podridos (incidencia%) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) se realizo a los 4 y 7 dfas de los
tratamientos (5 y 8 dias de la inoculacion). También se determiné el porcentaje
de la fruta que present6 esporulacion a los 7 dias.

La lectura del nimero de frutos con danos aparentes en la corteza y la severidad
del dano se realiz6 a los 4 dias de los tratamientos.

Tratamientos

1. T;: control inoculado y no tratado.
2. Ts: agua caliente: 50°C, 2 min.

3. T3: irradiacion con UV-C: dosis 24 kJ/m? (exposicion de 2 min), con el
prototipo II dando una irradiancia en el plano de aplicaciéon de 20mW /cm?.

4. Ty4: agua caliente: 50°C, 2 min + secado manual (papel) + dosis UV-C de 24
kJ/m?2.

5. Ts: dosis UV-C de 24 kJ/m? + agua caliente a 50°C, 2 min.

ILUV-3

En este ensayo se evalu6 el efecto curativo del tratamiento UV-C, y se utiliz6 el
prototipo II, para reducir el tiempo de exposicion de los frutos a la irradiacion,
s6lo y en la combinacién de secuencias con agua caliente.

Frutos y procedimiento
Se determinaron previamente los parametros de calidad:

» Color corteza.

= Firmeza (Instron).

Rotura piel (Instron).

Liberacion aceite esencial (penetrometro).

Grosor corteza y flavedo.
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Mandarinas cv ’Valencia-late’ de recoleccién temprana. Unidad muestral de 4x10
(4 repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tratamiento, 5 tratamientos, total ino-
culado: 200 frutos.

Los tratamientos se realizaron 24 h después de la inoculaciéon fungica. Los tra-
tamientos de agua se realizaron en bano de agua caliente en la planta piloto del
IVIA, y los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del ntmero de frutos podridos (incidencia %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) se realizo a los 4 y 7 dias de los
tratamientos (5 y 8 dfas de la inoculacion). También se determiné el porcentaje
de la fruta que presentd esporulacion a los 7 dias del tratamiento.

La lectura del numero de frutos con dafios aparentes en la corteza y la severidad
del dano se realiz6 a los 4 dias de los tratamientos.

Tratamientos

1. Ti: control inoculado y no tratado.
2. Ty: agua caliente: 50°C, 2 min.

3. Ts: irradiacion con UV-C: dosis 24 kJ/m? (exposicién de 2 min), con el
prototipo II dando una irradiancia en el plano de aplicacion de 20mW /cm?.

4. Ty: agua caliente: 50°C, 2 min + secado manual (papel) + dosis UV-C de 24
kJ/m?.

5. Ts: dosis UV-C de 24 kJ/m? + agua caliente a 50°C, 2 min.

ILUV-4

En este ensayo se evaluo el efecto curativo del tratamiento UV-C, y se utiliz6 el
prototipo II, para reducir el tiempo de exposicion de los frutos a la irradiacion,
s6lo y en la combinacién de secuencias con agua caliente.

Frutos y procedimiento
Se determinaron previamente los parametros de calidad:

= Color corteza.
= Firmeza (Instron).

= Rotura piel (Instron).
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= Liberacién aceite esencial (penetrometro).

= Grosor corteza y flavedo.

Mandarinas cv 'Valencia-late’ de recoleccion tardia. Unidad muestral de 4x10 (4
repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tratamiento, 5 tratamientos, total inocu-
lado: 200 frutos.

Los tratamientos se realizaron 24 h después de la inoculacién fungica. Los tra-
tamientos de agua se realizaron en bano de agua caliente en la planta piloto del
IVIA, y los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSTAMN.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del ntumero de frutos podridos (incidencia %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculaciéon (severidad, mm) se realiz6 a los 4 y 7 dias de los
tratamientos (5 y 8 dias de la inoculaciéon). También se determiné el porcentaje
de la fruta que present6 esporulacion a los 7 dias del tratamiento.

La lectura del nimero de frutos con danos aparentes en la corteza y la severidad
del dano se realiz6 a los 4 dias de los tratamientos.

Tratamientos

1. T;: control inoculado y no tratado.
2. Ts: agua caliente: 50°C, 2 min.

3. T3: irradiacion con UV-C: dosis 12 kJ/m? (exposicion de 1 min), con el
prototipo II dando una irradiancia en el plano de aplicaciéon de 20mW /cm?.

4. Ty4: agua caliente: 50°C, 2 min + secado manual (papel) + dosis UV-C de 12
kJ/m?2.

5. Ts: dosis UV-C de 12 kJ/m? + agua caliente a 50°C, 2 min.

En la fotografia se observa el momento de la inoculacién en naranjas Valencia-late,
como se indica en la Figura 4.10.
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Figura 4.10: Preparaciéon de la inoculaciéon en el ensayo de Valencia-late.

Campana 2009-2010

ILUV-5

En este ensayo se determinaron las dosis de radiacion UV-C mas adecuadas, tanto
desde el punto de vista curativo como preventivo. De los resultados anteriores se
observo que las dosis utilizadas en los ensayos ILUV-1 a ILUV-4 fueron excesivas
va que la severidad en el tratamiento UV-C fue mayor que la de los controles.

Frutos y procedimiento

Clementinas cv 'Clemenules’ de recolecciéon temprana, fueron inoculadas con P.
digitatum a 10° esporas/ml en un punto de la zona ecuatorial. Se realizaron dos
inoculaciones en distintos frutos para ver por una parte, el efecto curativo (inocu-
lacion 24 h antes de la exposicion a UV-C, y el efecto preventivo con inoculacion
dos dias después de la exposicion a UV-C.

Unidad muestral 4x10 (4 repeticiones de 10 frutos por tratamiento), para ver los
efectos preventivos y curativos, respectivamente, y se realizaron 7 tratamientos a
las distintas dosis UV-C, una dosis a cada unidad muestral.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C. y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA. Se realizaron las lecturas del namero de frutos
podridos (incidencia, %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculacion
(severidad, mm) a los 4 y 7 dias de la inoculacion correspondiente. También se
determiné el porcentaje de la fruta que presentd esporulacion a los 4 y 7 dias.

Tratamientos preventivos y curativos

Se realizaron 7 dosis de aplicaciéon y 2 inoculaciones en las distintas unidades mues-
trales equivalentes a 7 tratamientos preventivos y a 7 curativos con las siguientes
dosis aplicadas UV-C T; de 0 kJ/m?(Con), 1,3,5,10,15 y T7 de 20kJ/m? respecti-
vamente con el prototipo II.
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ILUV-6

En funcion de los resultados obtenidos en el ensayo anterior se opt6 por profundizar
en la evaluacion de los tratamientos preventivos.

En este ensayo se determiné el efecto preventivo contra P. digitatum de las dosis de
radiacion UV-C seleccionadas en ILUV-5 en funcién del tiempo entre tratamiento
e infeccién y de la época de recoleccion de los frutos.

Para ello el ensayo se dividi6 en 2 partes: A= Mandarinas Ortanique de recoleccién
temprana y B= Mandarinas Ortanique de recoleccion tardia.

ILUV-6A

Mandarinas cv 'Ortanique’ recolectadas a principios de campana se inocularon con
P. digitatum a 10° esporas/ml en un punto de la zona ecuatorial. Los tratamientos
UV-C se realizaron con el prototipo I en la ETSIAMN, véase Figura 4.1 que nos
proporciona una irradiancia menor que el prototipo II.

La inoculacién en los frutos para ver el efecto preventivo se realizé a dos tiempos
distintos: 2 y 6 dias después de la exposicion a UV-C. Esto se hizo para ver el
efecto a los 2 dias después del tratamiento UV-C, que es cuando se produce la
maéxima resistencia a P. digitatum (Rodov y col., 1992; Droby y col., 1993), y a los
6 dias, cuando se produce la méxima acumulacion de escoparona (Kuniga y col.,
2006).

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA. Se realizaron las lecturas del namero de frutos
podridos (incidencia, %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculacion
(severidad, mm) a los 3 y 7 dias de la inoculacion correspondiente. También se
determiné el porcentaje de la fruta que presentd esporulacion a los 7 dias.

Tratamientos
Las dosis de irradiacion con el prototipo I fueron de 5kJ/m? D5 (1 min exposicion)
y 10kJ/m? Dy (2 min de exposicién)
1. T;. CON: control no tratado e inoculacién a los 2 dias.
2. Ty. Ds: irradiaciéon 1 min e inoculacion a los 2 dias del tratamiento UV-C.
3. Ty D1g: irradiacién de 2 min e inoculacién a los 2 dias del tratamiento UV-C.

4. T5. CON: control no tratado e inoculacion a los 6 dias.

5. Ts. Ds: irradiacion 1 min e inoculacion a los 6 dias del tratamiento UV-C.
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6. Ts. Dqg: irradiacién 2 min e inoculacion a los 6 dias del tratamiento UV-C.

ILUV-6B

Mandarinas cv ’Ortanique’ recolectadas a final de campana, se inocularon con P.
digitatum a 10° esporas/ml en un punto de la zona ecuatorial. Los tratamientos
UV-C se realizaron con el prototipo I en la ETSIAMN, véase Figura 4.1 que nos
proporcioné una irradiancia menor que el prototipo II.

La inoculaciéon en los frutos para ver el efecto preventivo se realizé a dos tiempos
distintos: 2 y 6 dias después de la exposicion a UV-C. Esto se hizo para ver el
efecto a los 2 dias después del tratamiento UV-C, que es cuando se produce la
méxima resistencia a P. digitatum (Rodov y col., 1992; Droby y col., 1993), y a los
6 dias, cuando se produce la maxima acumulacion de escoparona (Kuniga y col.,
2006).

Tratamientos
Las dosis de irradiacién con el prototipo I fueron de 5kJ/m? D5 (1 min exposicién)
y 10kJ/m? D1 (2 min de exposicion)

1. T;. CON: control no tratado e inoculacion a los 2 dias.

2. Ti. Ds: irradiacion 1 min e inoculacion a los 2 dias del tratamiento UV-C.
3. Ty D1g: irradiacién de 2 min e inoculacién a los 2 dias del tratamiento UV-C.
4. T5. CON: control no tratado e inoculacion a los 6 dias.

5. Ts. Ds: irradiacion 1 min e inoculacion a los 6 dias del tratamiento UV-C.

6. Ts. D1g: irradiacion 2 min e inoculacion a los 6 dias del tratamiento UV-C.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C. y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA. Se realizaron las lecturas del nimero de frutos
podridos (incidencia, %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculacion
(severidad, mm) a los 3 y 7 dias de la inoculacién correspondiente. También se
determiné el porcentaje de la fruta que present6 esporulaciéon a los 7 dias.
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ILUV-7

En este ensayo se determino el efecto preventivo contra P. digitatum de las dosis
de irradiacion seleccionadas en el ensayo anterior ILUV-6 de 5kJ/m? y con la
secuencia de combinacion de agua caliente més irradiacion UV-C.

Frutos y procedimiento
Previamente se realizo la determinacion de los parametros de calidad analogos a
ensayos anteriores.

En funcion de los resultados que se obtuvieron en los ensayos ILUV 1-6, se selec-
cionaron las condiciones de ILUV-7. Se disminuy6 la concentracion de indculo a
10% esporas/ml, y de todas las secuencias de combinacién de tratamientos, las que
presentaban resultados satisfactorios, era la combinaciéon AG+UV-C, a la dosis de
5kJ/m?2.

Mandarinas cv ‘Ortanique’ recolectadas a finales de campania 24,/03/2010 se ino-
cularon con P. digitatum a 10* esporas/ml en un punto de la zona ecuatorial. Los
tratamientos UV-C se realizaron con el prototipo I en la ETSIAMN.

Los tratamientos se realizaron 48 h antes de la inoculacion fungica. Después de los
tratamientos las frutas se introdujeron en una camara a 20°C y 80-90 % HR de la
planta piloto del IVIA.

La inoculaciéon con P. digitatum se realizo a 10* esporas/ml en un punto de la
zona ecuatorial previamente marcado.

Después de la inoculacién la fruta se introdujo en una camara a 20°C y a 80-90 %
de HR de la planta piloto del IVIA, y se realizo la lectura del nimero de frutos
podridos (incidencia %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculacion (se-
veridad, mm) a los 3 y 7 dias de la inoculacién. También se determind el porcentaje
de la fruta que present6 esporulaciéon a los 7 dias.

Tratamientos

Los tratamientos efectuados fueron los siguientes:
1. CON: control inoculado y no tratado.
2. UV: irradiacién con UV-C: dosis 5 kJ/m? (exposicién de 1 min).
3. AG: agua caliente: 50°C, 1 min.

4. AG + UV: agua caliente: 50°C, 1 min + secado manual + UV-C 5 kJ/m?2.
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ILUV-8

Frutos y procedimiento

Naranjas cv. 'Valencia-late’ recolectadas a principios de campaiia (fecha recolec-
cion = 03/05/10) fueron inoculadas con Penicillium digitatum a 105 esporas/ml
en un punto de la zona ecuatorial.

Los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSTAMN con el prototipo L.

La inoculacion de las frutas para ver el efecto preventivo, se realizé 2 dias después
de la exposicion a UV-C, que es cuando se produce la maxima resistencia del fruto
(Ben-Yehoshua y col., 1992; Droby y col., 1993).

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA. Se realizo la lectura del nimero de frutos podridos
(incidencia, %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculacion (severidad,
mm) a los 3 y 7 dias de la inoculacién. También se determiné el porcentaje de la
fruta que present6 esporulaciéon a los 7 dias.

Tratamientos
Los tratamientos efectuados fueron los siguientes:

Control (no irradiado) y 2 dosis de irradiaciéon UV-C: 5 (1 min exposicion, D5) y
D1o kJ/m? (2 min, Dyg) respectivamente.

1. CON: control no tratado e inoculacion a los 2 dias.
2. Dj: irradiacion 1 min e inoculacién a los 2 dias.

3. Djg: irradiacién 2 min e inoculacién a los 2 dias.

ILUV-9

Se continud con la secuencia de combinacién agua caliente e irradiacion UV-C
pero en este caso se evalud el efecto preventivo. En funcién de los resultados de los
ensayos anteriores ILUV 1-6, se selecciono la secuencia de combinacion AG+UV
a la dosis de irradiacién UV-C de 5 kJ/m?.

Frutos y procedimiento

Naranjas cv’ Valencia-late’ recolectadas a principios de campaiia (fecha recoleccion
= 05/05/2010). Previamente a los tratamientos, se realizo la determinacion de los
parametros de calidad analogos a ensayos anteriores.

Los tratamientos se realizaron 48 h antes de la inoculacién fingica. Los tratamien-
tos de agua se realizaron en bafio de agua caliente en la planta piloto del IVIA y
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los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN. Después de los tratamientos
la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 % HR de la planta piloto del
IVIA durante 48 h.

La naranja se inoculé con P. digitatum a 10° esporas/ml en un punto de la zona
ecuatorial.

Después de la inoculacién la fruta se introdujo en una cdmara a 20°C y 80-90 % HR
de la planta piloto del IVIA. Se realiz6 la lectura del nimero de frutos podridos
(incidencia, %) y del crecimiento del hongo en el punto de inoculaciéon (severidad,
mm) a los 3 y 7 dias de la inoculacion. También se determiné el porcentaje de la
fruta que present6 esporulacion a los 7 dias.

Tratamientos

1. CON: control inoculado y no tratado.
2. UV: irradiacion con UV-C: dosis 5 kJ/m? (exposicién de 1 min).
3. AG: agua caliente: 50°C, 1 min.

4. AG + UV: agua caliente: 50°C, 1 min + secado manual + UV-C 5 kJ/m?.

Campana 2010-2011

ILUV-10

Se determiné el efecto preventivo contra P. digitatum de la dosis de irradiacion
con UV-C seleccionada de 5 kJ/m? aplicada con el prototipo III, Figura 4.5. La
inoculacién en los frutos para ver el efecto preventivo se realizé a dos tiempos
distintos: 2 y 6 dias después de la exposicion a UV-C.

Frutos y procedimiento

Es la repeticion del ILUV-6, pero en este caso, se realizd con naranjas y sin evaluar
el estado de madurez del fruto. Se rebajé la densidad de inéculo a 103 esporas/ml.
Se efectuaron pinchazos en la corteza antes de la exposicion a la luz UV-C, y se
realizo la inoculacién posterior con el patégeno en los mismos puntos de herida.

Naranjas cv. 'Lane-late’ de madurez comercial, fueron transportadas a la ETSTAMN
para ser irradiadas el 08/03/2011 a la dosis de tratamiento.

Los frutos se hirieron en la piel unas 2 h antes de la exposicién a la irradiacion
UV-C.



4.2 Ensayos de capacidad de control de la podredumbre verde

Los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN con el prototipo III, a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicacién de 2 min en la linea de
tratamiento.

La inoculacién con P. digitatum fue a 10% esporas/ml y se realizo en los dos puntos
de la zona ecuatorial de cada fruto que se habian herido, con el fin de ver el efecto
preventivo a dos tiempos distintos: 2 y 6 dias después de la exposicion a UV-C. Los
frutos se inocularon mojando el punzén en la suspension de esporas e incidiendo
otra vez en la herida ya realizada.

Después de los tratamientos las frutas se introdujeron en una camara a 20°C y
80-90 % HR de la planta piloto del IVIA.

Se realizo la lectura del niamero de frutos podridos (incidencia, %) y del crecimien-
to del hongo en el punto de inoculaciéon (severidad, mm) a los 4 y 8 dias de la
inoculacién correspondiente. Indicar que se dejé un dia de incubacién méas puesto
que la densidad de inéculo fue muy baja. También se determiné el porcentaje de
la fruta que present6 esporulacion a los 8 dias.

Tratamientos

La inoculacion se realizé a dos tiempos después de los tratamientos, 2 (T1) y 6 dias
(T2).A los 2 dias es cuando se produce la méaxima resistencia a P. digitatum (Rodov
y col., 1992; Droby y col., 1993) y a los 6 dias se produce la maxima induccion
del antifingico escoparona en los citricos (Kuniga y col., 2006; D’hallewin y col.,
1999).

Control (no irradiado) y 1 dosis de irradiacion UV-C, D5 = 5 kJ/m?

1. Ty, CON: control no tratado e inoculacién a los 2 dias.
2. Ty, Ds: irradiacién 2 min e inoculacién a los 2 dias.
3. Ts, CON: control no tratado e inoculacion a los 6 dias.

4. Ty, Ds: irradiacién 2 min e inoculaciéon a los 6 dias.

ILUV-11

Se determiné el efecto preventivo contra P. digitatum de la dosis de irradiaciéon
con UV-C seleccionada de 5 kJ/m? aplicada con el prototipo III Figura 4.10 a dos
tiempos distintos: 4 y 6 dias después de la exposicion a UV-C. La inoculacién con
P. digitatum fue a 103 esporas/ml y los frutos se inocularon mojando el punzén
en la suspension.

Este ensayo fue la repeticion del ILUV-10, pero en este caso con mandarinas cuv.
"Ortanique’ y tiempo entre tratamiento e infecciéon de 4 dias en lugar de 2 dias,
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ya que no resulto ser efectivo en el ensayo anterior y 6 dias (que si produjo una
reduccion significativa del % de incidencia.

Frutos y procedimiento
Mandarinas cv. ‘Ortanique’ de madurez comercial y recoleccién temprana.

Los frutos se hirieron una vez en la corteza en la zona ecuatorial del fruto unas 2
h antes de la exposicion a la irradiacion UV-C. Se marco con rotulador la posicion
de la herida.

Los tratamientos UV-C se realizaron en la ETSIAMN con el prototipo III, a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicacién de 2 min en la linea de
tratamiento.

La inoculacion con P. digitatum a 103 esporas/ml se realiz6 en un punto de la
zona ecuatorial de cada fruto que se habia herido para ver el efecto preventivo a
dos tiempos distintos: 4 y 6 dias después de la exposicion a UV-C.

Después de los tratamientos, las frutas se introdujeron en una cdmara a 20°C y
80-90 % HR de la planta piloto del IVIA.

Se realizo la lectura del nimero de frutos podridos (incidencia, %) y del crecimien-
to del hongo en el punto de inoculaciéon (severidad, mm) a los 4 y 8 dias de la
inoculaciéon correspondiente. Se dejé un dia de incubacién més puesto que la den-
sidad de in6culo fue muy baja. También se determiné el porcentaje de la fruta que
present6 esporulacién a los 8 dias.

Tratamientos

La inoculacion se realizo a dos tiempos después del tratamiento UV, 2 (T) y 6 dias
(T2).A los 2 dias es cuando se produce la méaxima resistencia a P. digitatum (Rodov
y col., 1992; Droby y col., 1993) y a los 6 dias se produce la maxima induccion
del antiftingico escoparona en los citricos (Kuniga y col., 2006; D’hallewin y col.,
1999).

Control (no irradiado) y 1 dosis de iluminacion UV-C, D5 = 5 kJ/m?.

1. Ty, CON: control no tratado e inoculacién a los 2 dias.
2. T4, Ds: irradiaciéon 2 min e inoculacion a los 2 dias.
3. Ty, CON: control no tratado e inoculacion a los 6 dias.

4. Ty, D5: irradiacién 2 min e inoculacién a los 6 dias.
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ILUV-12

Se determiné el efecto preventivo contra P. digitatum a la dosis de irradiacion
con UV-C seleccionada de 5 kJ/m? aplicada con el prototipo I1I, en la ETSTAMN
(Figura 4.5).

Este ensayo fue una repeticion del ensayo ILUV-11, pero en este caso so6lo se
inocularon los frutos después de 6 dias del tratamiento y se procur6 herir bien la
corteza de la mandarina durante la inoculacién. En el ensayo ILUV-11 la fruta
control no pudrié de forma normal, por lo que en este ensayo aumentamos la dosis
de indculo a 10* esporas/ml.

Frutos y procedimiento

Mandarinas cv. ’Ortanique’ de madurez comercial y recolecciéon tardia de fecha
14/04,/2011. Los frutos se hirieron una vez en la piel, en la zona ecuatorial del fruto
unas 2 h antes de la exposicion a la irradiaciéon UV-C. Se marco con rotulador la
posicion de la herida.

Los tratamientos UV-C se realizaron con el prototipo III en la ETSIAMN, a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicacién de 2 min en la linea de
tratamiento.

Los frutos se inocularon con P. digitatum a 10* esporas/ml en el punto de la
zona ecuatorial de cada fruto que se habia herido previamente, para ver el efecto
preventivo a los 6 dias después de la exposicion a UV-C. Se inocularon mojando el
punzoén en la suspensiéon de esporas e incidiendo otra vez en la herida ya realizada.

Después de los tratamientos, los frutos se introdujeron en una cdmara a 20°C y
80-90 % HR de la planta piloto del IVIA.

Se realizo la lectura del namero de frutos podridos (incidencia, %) y el crecimiento
del hongo en el punto de inoculacién (severidad, mm) a los 8 dias de la inoculaciéon
correspondiente. Se dejé un dia de incubacién més puesto que la densidad de
inoculo fue muy baja. También se determiné el porcentaje de la fruta que presentd
esporulacién a los 8 dias.

Tratamientos En este ensayo se ha realizado un solo tiempo entre tratamiento e
inoculacion fangica: 6 dias (T6).

Control (no irradiado) y 1 dosis de iluminacién UV-C, D5 = 5 kJ/m?

1. Tg, CON: control no tratado e inoculacién a los 6 dias.
2. Tg, Ds: irradiaciéon 2 min e inoculacion a los 6 dias.

3. T¢ D25 irradiacion 1 min e inoculacion a los 6 dias.
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ILUV-13

Se determiné el efecto preventivo contra P. digitatum de la dosis de irradiacion
con UV-C seleccionada de 5 kJ/m? aplicada con el prototipo III en la ETSTAMN
(Figura 4.5).

Este ensayo fue una repeticion del ILUV-11, pero en este caso s6lo se inoculd
después de 6 dias del tratamiento y se procur6 herir bien la corteza de la man-
darina durante la inoculacién. En el ensayo ILUV-11 la fruta control no pudrié
normalmente, por lo que se aument6 la dosis de inéculo a 10* esporas/ml.

Frutos y procedimiento

Mandarinas cv. ‘Ortanique’ con madurez comercial y de recoleccion tardia de fecha
14/04,/2011, se hirieron una vez en la piel de la zona ecuatorial del fruto unas 2
h antes de la exposicion a la luz UV-C. Se marco con rotulador la posicion de la
herida.

Los tratamientos UV-C se realizaron con el prototipo III en la ETSIAMN, a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicaciéon de 2 min en la linea de
tratamiento.

Se inoculd con P. digitatum a 10* esporas/ml en el punto de la zona ecuatorial de
cada fruto que se habia herido para ver el efecto preventivo a los 6 dias después de
la exposicién a UV-C. Se inoculé6 mojando el punzén en la suspensioén de esporas
e incidiendo otra vez en la herida ya realizada.

Después de los tratamientos los frutos se introdujeron en una camara a 20°C y
80-90 % HR de la planta piloto del IVIA.

Se realizo la lectura del namero de podridos (incidencia, %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculaciéon (severidad, mm) a los 8 dias de la inoculacion
correspondiente. Se dejé un dia de incubacién més puesto que la densidad de
in6culo fue baja. También se determiné el porcentaje de la fruta que presentd
esporulacién a los 8 dias.

Tratamientos
En esta ensayo el tiempo entre el tratamiento y la inoculaciéon fangica fue de 6
dias (T6).

Control (no irradiado) y 1 dosis de iluminacién UV-C, D5 = 5 kJ/m?

1. T6, CON: control no tratado e inoculaciéon a los 6 dias.

2. T6, Ds: irradiacién 2 min e inoculacién a los 6 dias.



4.2 Ensayos de capacidad de control de la podredumbre verde

ILUV-14

Se determino el efecto preventivo contra Penicillium digitatum a la dosis de irradia-
cion UV-C de 5 kJ/m? y 2.5 kJ /m? aplicada con el prototipo III en la ETSIAMN,
(Figura 4.5) y en la secuencia de combinacion agua caliente + UV-C. Se repitio
el ensayo ILUV-13, y se efectuaron los tratamientos en este ensayo con naranjas
Valencia-late.

Frutos y procedimiento

Naranjas cv. "Valencia-late’ de madurez comercial y recoleccion temprana de fecha
27/05/2011.

Los frutos se hirieron una vez en la zona ecuatorial de los mismos con el punzén
de inocular desinfectado. Se marcé con rotulador la posicién de la herida. Estos se
bafiaron en agua caliente a 50°C durante 2 min en el IVIA y se secaron con papel
secante antes de tratarse con irradiacion UV-C.

Los tratamientos UV-C se realizaron con el prototipo III en la ETSIAMN, a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicaciéon de 2 min en la linea de
tratamiento. La dosis de 2.5 kJ/m? a 1 min. Los frutos se guardaron en cdmaras,
a 20°C y 80-90 % HR durante 6 dias.

Tras los 6 dias, se inoculé con Penicillium digitatum a 10* esporas/ml. La inocu-
lacion se realizé6 mojando el punzoén en la suspension de esporas e incidiendo otra
vez en la herida ya realizada.

La unidad muestral fue de 4x10 (4 repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tra-
tamiento. Se realizaron 5 tratamientos y se utilizaron una cantidad total de 200
frutos.

Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara a 20°C y 80-90 %
HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del nimero de frutos podridos (incidencia, %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) se hizo a los 4 y 8 dias de la
inoculaciéon correspondiente. También se realizé una evaluacion de danos en la piel
de los frutos a los 3 dias de los tratamientos y el % de esporulacion a los 8 dias

Tratamientos

1. Tg, CON: control no tratado e inoculacién a los 6 dias.
2. Tg, Ds: irradiacion 2 min e inoculacion a los 6 dias.

3. T, Dg5: irradiacion 1 min e inoculacion a los 6 dias.
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4. Tg, AG+Ds5: bafio 2 min en agua 50°C, secado con papel, irradiaciéon 2 min
e inoculacién a los 6 dias.

9. Tﬁ, AG+D275Z banos 2

ILUV-15

Se determiné el efecto preventivo contra Penicillium digitatum a la dosis de irra-
diacion con UV-C seleccionada de 5 kJ/m? y 2.5 kJ/m? aplicada con el prototipo
III, (Figura 4.5), y en la secuencia de combinacion agua caliente + UV-C. Se re-
pitié el ensayo ILUV-14, en el que no se pudrieron los controles, por lo que se
aument6 la dosis de indculo.

Frutos y procedimiento
Naranjas cv. 'Valencia-late’ de madurez comercial y recolecciéon tardia de fecha

17/06,/2011.

Los frutos se hirieron una vez en la zona ecuatorial de los mismos con el punzén
de inocular desinfectado. Se marcé6 con rotulador la posicién de la herida. Estos se
bafiaron en agua a 50°C durante 2 min en el IVIA y se secaron con papel secante
antes de tratarse con irradiacion UV-C.

Los tratamientos UV-C se realizaron con el prototipo III en la ETSIAMN a la
dosis de 5 kJ/m? equivalente a un tiempo de aplicaciéon de 2 min en la linea de
tratamiento a la dosis de 2.5 kJ/m? equivalente a 1 min. Los frutos se guardaron
en camaras, a 20°C y 80-90 % HR durante 6 dias.

Tras los 6 dias, se inoculé con Penicillium digitatum a 5 10* esporas/ml. Se realiz6
mojando el punzon en la suspension de esporas e incidiendo otra vez en la herida
ya realizada.

La unidad muestral fue de 4x10 (4 repeticiones de 10 frutos), 40 frutos por tra-
tamiento. Se realizaron 5 tratamientos y se utilizaron una cantidad total de 200
frutos.

Después de los tratamientos los frutos se introdujeron en una camara a 20°C y
80-90 % HR de la planta piloto del IVIA.

La lectura del namero de frutos podridos (incidencia, %) y del crecimiento del
hongo en el punto de inoculacion (severidad, mm) a los 4 y 8 dias de la inoculacion
correspondiente. También se realizé una evaluacion de danos en la piel de los frutos
a los 3 dias de los tratamientos y el % de esporulacion a los 8 dias

Tratamientos
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1. T6, CON: control no tratado e inoculacion a los 6 dias.
2. T6, Dj5: irradiacién 2 min e inoculacién a los 6 dias.
3. T6, D2.5: irradiacién 1 min e inoculacién a los 6 dias.

4. T6, AG+Ds5: bano 2 min en agua 50°C, secado con papel, irradiacion 2 min
e inoculacion a los 6 dias.

5. T6, AG+D2.5: banos 2 min en agua 50°C, secado con papel, irradiacion 1
min e inoculacién a los 6 dias.

Campana 2011-2012

ILUV-16 - DESVERDIZACION

Se determiné el efecto sobre el desverdizado en clementinas cv. Clemenules’ y
naranjas cv. 'Navel-lane’ disponibles para su desverdizacion el 16/12/2011. Se
realiz6 una numeracion de los frutos para determinar su coloracién inicial.

En los ensayos preparatorios se observo que los tratamientos a dosis de irradiaciéon
UV-C de 5 kJ/m? interferia con el posterior desverdizado, tanto de las mandari-
nas como de las naranjas tratadas. La fruta no perdi6 la coloracién verde tras el
tratamiento de desverdizacién comercial. Con el fin de comprobar este efecto, se
realizé el presente experimento. Después del tratamiento UV-C, a las dosis de 2,5
kJ/m? y 5 kJ/m?, los frutos fueron sometidos a un desverdizado comercial de 3
dias a 21°C, 90 % HR, y 1,5ppm de etileno. A la salida del proceso de desverdizado
se midi6 el color de cada uno de los frutos numerados.

Frutos y procedimiento

Se tomaron 20 frutos por variedad para ser irradiados a cada una de las dosis
de UV-C el 16/12/2011. El color se midi6 con la opcién multimedia de MINOL-
TA (L, a, b, parametros de Hunter). Tras el proceso de desverdizacion, se midio
nuevamente el color al cabo de los 3 dias.Esta medida se realizo el 19/12/2011.

Tratamientos

1. Control: sin UV-C-+desverdizado.
2. UV 5: dosis de 5kJ/m? + desverdizado.
3. UV 2,5: dosis de 2,5 kJ/m? + desverdizado.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Introduccion

A continuacion se describen los resultados obtenidos en los distintos ensayos que
se realizaron. Para cada uno de los ensayos ILUV, se detallan los aspectos méas
relevantes de los mismos, segiin metodologia indicada y los resultados previos
obtenidos segtn se indica a continuacion.

5.2 Campana 2008-2009

5.2.1 Ensayos ILUV1

Los resultados (Figuras 5.1, 5.2,) del ensayo indican que no existieron diferencias
significativas en cuanto a la incidencia y severidad respectivamente, con respecto al
testigo de los distintos tratamientos efectuados en mandarinas Ortanique de reco-
leccion temprana a la dosis de 12 kJ/m? con el prototipo II a los 4 y 7 dias después
del tratamiento. Los tratamientos se efectuaron 24 h después de la inoculacion.
Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre tratamientos.

El analisis ANOVA de los resultados de este ensayo se indican en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1: ANOVA de los resultados del ensayo ILUV 1

ANOVA Table for diametro 4d by Tratamiento

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 1217,58 4 304,395 1,33 0,2602
Within groups 44629,7 195 228,87

Total (Corr.) 45847,3 199

ANOVA Table for diametro 7d by Tratamiento

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 7646,22 4 1911,55 0,59 0,6684
Within groups 628985,0 195 3225,56

Total (Corr.) 636631,0 199

ANOVA Table for incidencia 4d by Tratamiento

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 283,879 4 70,9698 0,30 0,8725
Within groups 3531,67 15 235,444

Total (Corr.) 3815,55 19

ANOVA Table for incidencia 7d by Tratamiento
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Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 540,016 4 135,004 1,01 0,4329
Within groups 2003,82 15 133,588

Total (Corr.) 2543,84 19

ANOVA Table for esporulacion 7d by Tratamiento

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 683,461 4 170,865 1,06 0,4102
Within groups 2418,57 15 161,238

Total (Corr.) 3102,03 19

ILUV 1 - INCIDENCIA

H4DIAS

%INCIDENCIA

=7 DIAS

T4

T1 T2 T5

T3
TRATAMIENTOS

Figura 5.1: Porcentaje de incidencia a los 4 dias y 7 dias en mandarinas Ortanique de
recoleccién temprana.
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ILUV 1 - SEVERIDAD
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T3 T4 T5
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Figura 5.2: Severidad a los 4 y 7 dias de los tratamientos realizados en mandarinas
Ortanique de recoleccién temprana.
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Figura 5.3: Resultados del porcentaje de esporulacion en los distintos tratamientos en
la mandarina Ortanique de recolecciéon temprana.

Los resultados del ensayo (Figura 5.3) indican que no existieron diferencias sig-
nificativas en cuanto a la esporulaciéon con respecto al testigo de los distintos
tratamientos efectuados a la dosis de 12 kJ/m? con el prototipo II, a los 7 dias
después del tratamiento.
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5.2.2 Ensayos ILUV2
En la Tabla 5.2 se indica el ANOVA de los resultados del ensayo ILUV2.

Los resultados (Figuras 5.4, 5.5) del ensayo indican que existieron diferencias sig-
nificativas en cuanto a la incidencia a los 4 dias y severidad a los 4 y 7 dias después
del tratamiento con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectuados a la
dosis de 24 kJ/m? con el prototipo II. Los tratamientos se efectuaron 24h después
de la inoculacion. Destaco la combinacion T4 (AG+UV-C). Los resultados con
el tratamiento T5 (UV-C), no mejoraron la eficacia respecto al testigo. Existieron
diferencias entre las dos secuencias de combinacion, siendo (AG+UV-C) mejor que

(UV-C+AG).
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Tabla 5.2: Resultados del ANOVA del ensayo ILUV 2
ANOVA Table for Incidencia PD 4d by Codigo Tratamientos

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 3127,81 4 781,952 7,56 0,0015
Within groups 1551,85 15 103,456

Total (Corr.) 4679,65 19

Multiple Range Tests for Incidencia PD 4d by Codigo Tratamientos

Method: 95,0 percent LSD

Level Count Mean Homogeneous Groups

T4 4 0,905964 X

T2 4 18,1178 X

T5 4 22,5 X

T1 4 29,3606 XX

T3 4 38,3587 X

Contrast Difference +/- Limits
Tl - T2 11,2429 15,3299
Tl - T3 -8,99813 15,3299
Tl - T4 *28,4546 15,3299
T1 - TS5 6,86061 15,3299
T2 - T3 *-20,241 15,3299
T2 - T4 *17,2118 15,3299
T2 - TS5 -4,38225 15,3299
T3 - T4 *37,4528 15,3299
T3 - T5 *15,8587 15,3299

T4 - TS5 *-21,594 15,3299
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ANOVA Table for Severidad PD 4d by Codigo Tratamientos

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

Between groups 635,629 4 158,907 1,95 0,1540
Within groups 1221,32 15 81,4213
Total (Corr.) 1856, 95 19

Multiple Range Tests for Severidad PD 4d by Codigo Tratamientos

Method: 95,0 percent LSD

Level Count Mean Homogeneous Groups

T4 4 47,8842 X

T2 4 50,8945 XX

T5 4 52,2736 XX

T1 4 55,5033 XX

T3 4 64,3334 X

Contrast Difference +/- Limits
Tl - T2 4,60874 13,5997
Tl - T3 -8,8301 13,5997
Tl - T4 7,61904 13,5997
Tl - T5 3,22965 13,5997
T2 - T3 -13,4388 13,5997
T2 - T4 3,0103 13,5997
T2 - T5 -1,37909 13,5997
T3 - T4 *16,4491 13,5997
T3 - T5 12,0598 13,5997
T4 - T5 -4,38939 13,5997

* denotes a statistically significant difference.
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ANOVA Table for Esporulacion PD 7d by Codigo Tratamientos

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 2137,86 4 534,466 4,55 0,0133
Within groups 1763,73 15 117,582

Total (Corr.) 3901,59 19

Multiple Range Tests for Esporulacion PD 7d by Codigo Tratamientos

Method: 95,0 percent LSD

Level Count Mean Homogeneous Groups

T4 4 18,1178 X

T2 4 29,1413 XX

T5 4 33,9693 XXX

T1 4 37,6633 XX

T3 4 49,6718 X

Contrast Difference +/- Limits
Tl - T2 8,52207 16,343
Tl - T3 -12,0084 16,343
Tl - T4 *19,5456 16,343
Tl - T5 3,69399 16,343
T2 - T3 *-20,5305 16,343
T2 - T4 11,0235 16,343
T2 - T5 -4,82808 16,343
T3 - T4 *31,554 16,343
T3 - T5 15,7024 16,343
T4 - TS5 -15,8516 16,343

* denotes a statistically significant difference.
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ILUV 2 - INCIDENCIA
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T1 T2 T3 T4 T5
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Figura 5.4: Porcentaje de incidencia a los 4 y 7 dias en mandarinas Ortanique de
recoleccién tardia.
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Figura 5.5: Severidad a los 4 y 7 dias de los distintos tratamientos realizados en man-
darinas Ortanique de recolecciéon tardia.
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En los resultados del ensayo en cuanto a la severidad, destacé la combinacion
T4 (AG+ UV-C). Los resultados con el tratamiento T3 (UV-C), no mejoraron la
eficacia respecto al testigo. Existieron diferencias entre las dos secuencias de com-
binacion (AG+UV-C) mejor que la combinacion (UV-C+AG), que se comporto
igual que el testigo a los 4 dias (Figura 5.5).
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Figura 5.6: Porcentaje de esporulacién en mandarinas Ortanique de recoleccién tardia
a los 7 dias de los distintos tratamientos.

Los resultados del ensayo (Figura 5.6) indican que existieron diferencias significati-
vas en cuanto a la esporulacion con respecto al testigo de los distintos tratamientos
efectuados a la dosis de 24 kJ/m? con el prototipo II a los 7 dias después del tra-
tamiento. Los tratamientos se efectuaron 24 h después de la inoculacién. Destacod
la combinacion Ty (AG+UV-C). Los resultados con el tratamiento T3 (UV-C), no
mejoraron respecto al testigo. Existieron diferencias entre las dos combinaciones
(AG+UV-C), que es mejor que la combinacion (UV-C+AG). Letras diferentes o
grupos de letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores medios
(P <0,05).
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5.2.3 Ensayos ILUV3

ILUV 3 - INCIDENCIA
70

H4 DIAS
H7DIAS

%INCIDENCIA

T3
TRATAMIENTOS

Figura 5.7: Porcentaje de incidencia en naranjas Valencia-late de recoleccion temprana
alos 4 y 7 dias.

Los resultados (Figura 5.7) del ensayo indican que existieron diferencias significati-
vas en cuanto a la de incidencia con respecto al testigo de los distintos tratamientos
efectuados a la dosis de 24 kJ/m? con el prototipo II, a los 4 y 7 dias después del
tratamiento. Los tratamientos se efectuaron 24h después de la inoculacion. Los
resultados con el tratamiento T3 (UV-C), no mejoraron la eficacia respecto al
testigo, pero si lo hicieron con la secuencia de combinacién en las que no existie-
ron diferencias entre las mismas y no mejoraron el resultado con respecto al agua
caliente (T3) a los 4 y 7 dias del tratamiento.

Los resultados del ensayo también indican que no existieron diferencias significa-
tivas en cuanto a la severidad con respecto al testigo de los distintos tratamientos
efectuados a la dosis de 24 kJ/m? con el prototipo II a los 4 y 7 dfas de los
tratamientos (Figura 5.8).

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencia significativas en cuanto
a la esporulacion con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectuados
a la dosis de 24 kJ/m? con el prototipo II a los 7 dias después del tratamiento.
Los resultados se efectuaron 24h después de la inoculacién. Los resultados con
el tratamiento T3 (UV-C), no mejoraron la eficacia respecto al testigo, pero si
las secuencias de combinacion Ty (AG+ UV-C) y Ts (UV-C+AG) en las que
no existieron diferencias entre ellas, y no mejoraron el resultado con respecto al
tratamiento con agua caliente(T2) (Figura 5.9).
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Figura 5.8: Severidad a los 4 y 7 dias de los distintos tratamientos realizados en naranjas
Valencia-late de recolecciéon temprana.
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Figura 5.9: Porcentaje de esporulacion a los 7 dias en los distintos tratamientos en
naranjas Valencia-late de recoleccién temprana.
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5.2.4 Ensayos ILUV4

Los resultados de la incidencia con naranjas Valencia-late de recoleccion tardia se
indican en la Figura 5.10.
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Figura 5.10: Porcentaje de incidencia a los 4 y 7 dias en naranjas Valencia-late de
recoleccién tardia.

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencias significativas en cuanto
a la incidencia con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectuados a la
dosis de 12 kJ/m? con el prototipo II, a los 4 y 7 dias después de los tratamientos
(Figura 5.10).

Los tratamientos se efectuaron 24h después de la inoculacion. Los resultados con
el tratamiento T3 (UV-C), no mejoraron la eficacia respecto al testigo a los 4 dias,
pero si a los 7 dias. Entre los tratamientos T4 (AG+UV-C) y T5 (UV-C+AG) no
existieron diferencias significativas y tampoco mejoraron el resultado con respecto
al agua caliente (T3).

En cuanto a los resultados de la severidad, el tratamiento T4 (AG+UV-C) mejor6
la eficacia con respecto al testigo a los 4 dias, pero no a los 7 dias, y no existieron
diferencias significativas de ninguno de los tratamientos. Los resultados obtenidos
de la esporulacién indican que no existieron diferencias significativas de ningin
tratamiento respecto al testigo a los 7 dias (Figura 5.11).

El resumen comparativo de los resultados en los ensayos de las dos variedades se
indica en la Tabla 5.3.
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Figura 5.11: Severidad a los 4 y 7 dias de los distintos tratamientos realizados en la
Valencia-late de recolecciéon tardia.
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Figura 5.12: Resultados del porcentaje de esporulacion en los distintos tratamientos en
naranja Valencia-late de recoleccién tardia.
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El resumen comparativo de los resultados a los 4 dias de los tratamientos en los
ensayos en las dos variedades se indica en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3: Comparacion de los resultados obtenidos de la incidencia y severidad a los 4
dias en los primeros ensayos realizados.

VARIEDAD INCIDENCIA % SEVERIDAD (didmetro mm)

T1 T2 T3 T4 TS T1 T2 T3 T4 TS

Ortanique temprana
A4dias ILUVI | 375 47,50 57,52 50a 415 22,7a 17,82 23,3 19,3a 29,42
Dosis:12kd/m,
Ortanique
tardia. 4dias
ILUV2 25ab 12,5a 40a Oc 15b 14,6bc 7,5ab 20,9¢ 0a 14,8bc

Dosis:24kJ/m,

Valencia-Late
temprana 4dias
ILUV3 42,5a 10b 20ab 7.5b 12,5b 29,7a 39,52 33,6n 39,2a 50,1a
Dosis:12kJ/m,
Valencia-late
tardia. 4dias
ILUV4 40a 2,5b 7,5ab 0b 7,5b 23,6a 10a 33,5 b 12a

Dosis:12kJ/m,
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5.3 Campana 2009-2010

Durante esta campana se realizaron tratamientos curativos y preventivos cuyos
resultados se presentan a continuacién.

5.3.1 Ensayos ILUV5

ILUV-5 CURATIVO

=
o
(=]
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B7DIAS
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Control  1kJ/m* 3kdm*> 5Skdm* 10kJ/m* 15kJ/m* 20kJ/m?

TRATAMIENTO

Figura 5.13: Porcentaje de incidencia con los tratamientos curativos en clementinas
Clemenules de recoleccién temprana a las distintas dosis de aplicacién.

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencia significativas en cuanto
a la incidencia con respecto al testigo de las distintas dosis de irradiacion UV-
C aplicadas con el prototipo II, a los 4 dias, pero no a los 7 dias después del
tratamiento (Figura 5.13).

Los tratamientos se realizaron 24h después de la inoculacién. Solo los resultados
con el tratamiento a dosis de UV-C 10kJ/m?, mejoraron su eficacia respecto al
testigo a los 4 dias, pero no a los 7 dias. No existieron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia con respecto al testigo de las distintas dosis de irradiacion
UV-C aplicadas en las lecturas efectuadas a los 7 dias después de los tratamientos
(Figura 5.14).
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ILUV-5 PREVENTIVO
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Figura 5.14: Resultados de los porcentajes de incidencia con los tratamientos preventi-
vos en clementinas Clemenules de recoleccién temprana a las distintas dosis aplicadas a
los 4 y 7 dias del tratamiento.

En la Figura 5.16 se indican los resultados de la severidad con los tratamientos
curativos, y en la Figura 5.17 los resultados con los tratamientos preventivos a
los 4 y 7 dias respectivamente. Los resultados del ensayo indican que existieron
diferencias significativas en cuanto a los porcentajes de incidencia con respecto al
testigo de las distintas dosis de UV-C aplicadas con el prototipo I a los 4 dias y a
los 7 dias después de los tratamientos.

Diferentes letras o grupos de letras diferentes denotan diferencias significativas
entre los valores medios.

Respecto a la serveridad, ninguna de las dosis UV-C aplicadas mejoro los resultados
con respecto al testigo.

En la figura Figura 5.18 se indica los resultados comparativos curativos/preventivos
de los tratamientos mas efectivos realizados en el ensayo ILUV5.
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Figura 5.15: Resultados de los porcentajes de esporulaciéon de los tratamientos pre-
ventivos con clementinas Clemenules de recoleccién temprana a las distintas dosis de
aplicacion.
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Figura 5.16: Resultados de la severidad de los tratamientos curativos en clementinas
Clemenules de recoleccién temprana a las distintas dosis UV-C aplicadas.
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Figura 5.17: Resultados de la severidad con los tratamientos preventivos en clementinas
Clemenules de recoleccién temprana a las distintas dosis UV-C aplicadas.
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Figura 5.18: Resultados comparativos de los tratamientos mas efectivos en el ensayo
ILUVS5 de la incidencia y la severidad de la podredumbre a los 4 dias. Diferentes letras o
grupos de letras diferentes denotan diferencias significativas.
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Los tratamientos realizados después de la inoculacion fungica (tratamientos cura-
tivos) no redujeron la incidencia ni la severidad (Tabla 5.4) de la podredumbre
verde a ninguna de las dosis de UV-C probadas. De hecho, ambos parametros au-
mentaron con las mayores dosis UV-C aplicadas, aparentemente debido a danos
fisicos inducidos en la piel de los frutos por el tratamiento. En ambos casos, la
dosis que parece deteriorar menos la fruta es la de UV-C 10 kJ/m?.

Tabla 5.4: Incidencia y severidad de la podredumbre verde en clementinas Clemenules
inoculadas con Penicillium digitatum (10° esporas/mL) 24 h antes del tratamiento con
distintas dosis de radiacion UV-C e incubadas a 20°C y 85 % HR durante 4 y 7 dias. En
cada columna, los valores medios seguidos por letras o grupos de letras diferentes denotan
diferencias significativas segtn la prueba de Fisher (P < 0,05).

Dosis 4 dias 7 dias

Dosis 4 dias 7 dias
Control 72,2 ab 100x Control 2092a 1288x
1k]/m? 70ab 100x 1Kk]/m? 27,75b 140,8 xy
3 kJ/m? 80 abc 97,5x O 3K/mE 30,92b 139,15 xy
5kl/m? 925¢ 100 x 5 kJ/m? 33,05ab 15145y
10 kJ/m? 67.5a 92,5x 10 K]/ m? 26,65b 124,3x
15 kJ/m? 87,5 be 95x 15 kJ/m? 341b 1468y
20 k]/m? 92,5¢ 97,5x 20 k]/m? 34,75 ab 148,77 y
INCIDENCIA P=0,0463 P=0,3025 SEVERIDAD P=0,2957 P=0,0073
(%) (mm)

5.3.2 Ensayos ILUVG6

En funcion de los resultados obtenidos en el ensayo anterior se opt6 por profundizar
en la evaluacién de los tratamientos preventivos. Los resultados se muestran a
continuacion.

En estos ensayos con mandarinas Ortanique de dos estados de madurez (temprano
y tardio), se evaluo la capacidad de las dosis UV-C elegidas en los ensayos anteriores
(5y 10 kJ/m?) como inductoras de resistencia (actividad preventiva) a dos tiempos
distintos entre la exposicion a UV-C e inoculacion fingica a los 2 y 6 dias.

ILUV-6A

Los resultados obtenidos indican que la incidencia de los tratamientos UV-C fue
estadisticamente significativa con respecto al testigo en las inoculaciones realizadas
a los 2 dias del tratamiento en observaciones realizadas a los 3 dias de la inoculaciéon
a la dosis de UV-C (10 kJ/m?) aplicada con el prototipo I, no asf a los 7 dias
(Figura 5.19).
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Figura 5.19: Porcentaje de incidencia a los 3 y 7 dias de la inoculacién en mandarinas
Ortanique de recoleccion temprana inoculadas a los 2 dias del tratamiento UV-C con el
prototipo I.

Los resultados obtenidos en mandarinas Ortanique indican también que no exis-
tieron diferencias significativas en cuanto a la severidad con respecto al testigo en
las inoculaciones realizadas a los 2 dias del tratamiento, en observaciones a los
3 y 7 dias de la inoculaciéon a las dos dosis UV-C aplicadas con el prototipo I
(Figura 5.23).

Los resultados obtenidos en mandarinas Ortanique indicaron que la incidencia de
los tratamientos UV-C fue estadisticamente significativa con respecto al testigo en
la inoculacién que se realizo a los 6 dias del tratamiento UV-C en observaciones
a los 3 dias de la inoculacion pero no asi a los 7 dias a las dos dosis UV-C apli-
cadas, con mejores resultados a la dosis més alta aplicada, como se indica en la
Figura 5.21.
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Figura 5.20: Severidad a los 3 y 7 dias de la inoculacién en mandarinas Ortanique de
recolecién temprana.
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Figura 5.21: Porcentaje de incidencia a los 3 y 7 dias de la inoculacién en mandarinas
Ortanique de recoleccién temprana inoculadas a los 6 dias del tratamiento UV-C con el

prototipo I.
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Figura 5.22: Comparacién de la incidencia a los 3 y 7 dias de la inoculacién en manda-

rinas Ortanique inoculadas a los 2 y 6 dias de las dos dosis UV-C aplicadas.
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Figura 5.23: Comparacion de la severidad a los 3 y 7 dias de la inoculacion en manda-
rinas Ortanique inoculadas a los 2 y 6 dias de las dos dosis UV-C aplicadas.
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En la Figura 5.24 se muestran dos fotografias de los resultados de esporulacion
en mandarinas Ortanique de maduracion temprana inoculadas 2 dias después del
tratamiento, del control Ty y tratadas a la dosis UV-C Ty 10 kJ/m?, a los 7 dias
de la inoculacion.

AWRRNAL

Figura 5.24: ILUV 6A T2. Aspecto que presentaban las mandarinas Ortanique antes
del recuento de la fruta esporulada a los 7 dias de la inoculacion. La fotografia de la
izquierda muestra el tratamiento control Ty, y la de la derecha el tratamiento T2 10
kJ/m? inoculadas a 2 dias del tratamiento.
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ILUV-6B

En las Figuras 5.25 y 5.26 se indican los resultados de incidencia y severidad de
los ensayos con mandarina Ortanique de maduracion tardia.

Los resultados comparativos de los porcentajes de incidencia de la fruta inoculada y
de la severidad a los 2 y 6 dias de los tratamientos UV-C en mandarinas Ortanique
de maduracién tardia se indica en la Figura 5.25. La severidad con inoculacion a
los 6 dias después del tratamiento se indica en la Figura 5.26.
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Figura 5.25: Resultados comparativos de los porcentajes de incidencia a los 3 y 7 dias
en mandarinas Ortanique de recoleccién tardia inoculadas a los 2 y 6 dias del tratamiento
UV-C a 5 kJ/m?.

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencias significativas, en cuanto
a la incidencia a los 3 dias de la inoculacién con respecto al testigo, del tratamiento
UV-C en fruta que se inocul6 a los 2 dias del tratamiento. No sucedi6 asi a los 7
dias de la inoculaciéon que se realizo a los 6 dias del tratamiento (Figura 5.25).

En este ensayo los resultados de severidad a los 7 dias con mandarinas Ortanique de
recoleccion tardia, indican que no existieron diferencias significativas con respecto
a los testigos para las inoculaciones que se realizaron a los 2 y 6 dias de los
tratamientos a dosis de 5 kJ/m? (Figura 5.26).
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Figura 5.26: Resultados comparativos de la severidad a los 7 dias en mandarinas Orta-
nique de recoleccién tardia inoculadas a los 2 y 6 dias del tratamiento UV-C a 5 kJ/m?.

5.3.3 Ensayos ILUV7

En la Figura 5.27 se recogen los resultados de la incidencia con los distintos tra-
tamientos realizados. Los resultados del ensayo indican que existieron diferencias
significativas en cuanto a la incidencia respecto al testigo del tratamiento Ty (UV-
C) a dosis 5 kJ/m? a los 3 dias de la inoculacion, no a los 7 dias con el prototipo
I.

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencias significativas en cuanto
a la severidad respecto al testigo del tratamiento T3 (AG) a los 7 dias de la
inoculacion (Figura 5.28).

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulacion con respecto al testigo de con distintos tratamientos
efectuados (Figura 5.29).
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Figura 5.27: Porcentaje de incidencia en mandarinas Ortanique inoculadas 2 dias des-
pués de los tratamientos a los 3 y 7 dias de la inoculacion.
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Figura 5.28: Severidad a los 3 y 7 dias de la inoculacién en mandarinas Ortanique a los
7 dias de la inoculacién.
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Figura 5.29: Resultados de la esporulaciéon en mandarinas Ortanique inoculadas a los

2 dias del tratamiento, a los 7 dias de la inoculacion.
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5.3.4 Ensayos ILUVS
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Figura 5.30: Porcentaje de incidencia a los 3 y 7 dias de la inoculacién en naranjas
Valencia-late de recolecciéon temprana.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas de la
incidencia con respecto al testigo con los distintos tratamientos UV-C efectuados
a las dosis de 5 kJ/m? y 10 kJ/m? con el prototipo I, a los 3 y 7 dias de la
inoculacién. Las inoculaciones en las naranjas se realizaron 48h después de los
tratamientos UV-C (Figura 5.30).

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la severidad con respecto al testigo de los distintos tratamientos efec-
tuados a la dosis de 5 kJ/m? y 10 kJ/m? con el prototipo I, a los 3 y 7 dias
respectivamente después de la inoculacion (Figura 5.31).

Los resultados del ensayo indican que si existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulaciéon con respecto al testigo de los distintos tratamientos efec-
tuados a la dosis de 5 kJ/m? y 10kJ/m? con el prototipo I, a los 7 dias después
de la inoculacién (Figura 5.32).



5.8 Campana 2009-2010

ILUV-8

160

140

120 3

100
B3 DIAS

80 @7 DIAS

60

40

o
|

Diametro de la lesién por podredumbre verde (mm)

Control 5 kJ/m? 10 kd/m?
TRATAMIENTOS

Figura 5.31: Severidad a los 3 y 7 dias de la inoculacién en naranjas Valencia-late de
maduracién temprana.
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Figura 5.32: Resultados de la esporulacion a los 7 dias de la inoculaciéon en naranjas
Valencia-late de recolecciéon temprana.
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5.3.5 Ensayos IUV9

Se presentan a continuacion los resultados de un ensayo en naranjas Valencia-late
realizado con el prototipo L.
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Figura 5.33: Porcentaje de incidencia a los 3 y 7 dias de la inoculacién en naranjas
Valencia-late de recolecciéon temprana.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia con respecto al testigo de los distintos tratamientos efec-
tuados a los 3 y 7 dias después de la inoculacion (Figura 5.33). Las inoculaciones
se realizaron 48h después de los tratamientos. El tratamiento T4 (AG+UV-C) no
mejoro la eficacia con respecto al tratamiento To (UV-C) y al control Ty.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la severidad del tratamiento Ty (UV-C) con respecto al testigo 3 y 7 dias
después de la inoculacion (Figura 5.34).

Los resultados del ensayo indican que si existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulacion con respecto al testigo del tratamiento T4 a la dosis de
UV-C 5 kJ/m?. El tratamiento T2(UV-C) no mejoré su eficacia con respecto al
testigo (Figura 5.35).
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Figura 5.34: Severidad a los 3 y 7 dias de la inoculacién en naranjas Valencia-late de

recoleccién temprana.
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Figura 5.35: Resultados de la esporulacion en naranjas Valencia-late a los 7 dias de la

inoculacién.
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5.3.6 Ensayos ILUV10
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Figura 5.36: Comparacion de los porcentajes de incidencia a los 4 y 8 dias de la inocu-
lacién en naranjas Navel Lane -late con inoculacién a los 2 y 6 dias de los tratamientos.

Los resultados del ensayo indican que si existieron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia con respecto al testigo de los distintos tratamientos aplicados
a la dosis UV-C 5 kJ/m? con el prototipo III, para inoculaciones efectuadas a los
6 dias después de la aplicacion. Cuando la inoculaciéon se realiz6 a los 2 dias no
hubieron diferencias con respecto al testigo (Figura 5.36).

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la severidad con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectua-
dos a la dosis UV-C 5 kJ/m? con el prototipo III (Figura 5.37).

Los resultados del ensayo indican que si existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulacién con respecto al testigo del tratamiento efectuado a la
dosis UV-C 5 kJ/m? para inoculaciones efectuadas a los 6 dias después de la
aplicacion (Figura 5.38).
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Figura 5.37: Severidad a los 4 y 7 dias de la inoculacién en naranjas Navel Lane-late
con inoculacién a los 2 y 6 dias del tratamiento.
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Figura 5.38: Resultados de la esporulacién a los 7 dias con inoculacién a los 2 y 6 dias

de los tratamientos.
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5.3.7 Ensayos ILUV11
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TRATAMIENTOS

Figura 5.39: Comparacion del porcentaje de incidencia a los 4 y 8 dias de la inoculacion
en mandarinas Ortanique inoculadas a los 4 y 6 dias del tratamiento UV-C.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia con respecto al testigo del tratamiento efectuado a la dosis
UV-C de 5 kJ/m? con el prototipo III. Las inoculaciones se efectuaron en las man-
darinas a los 4 y 6 dias después del tratamiento, a los 4 y 8 dias de la inoculacion
(Figura 5.39).

En este ensayo se observo que el control no pudrié como se esperaba.

Los resultados del ensayo también indican que existieron diferencias significativas
en cuanto a la severidad con respecto al testigo de los tratamientos efectuados a
la dosis UV-C de 5 kJ/m? con el prototipo III, para las inoculaciones efecuadas
a los 6 dias después de la aplicacion UV-C a los 4 y 8 dias. La severidad con el
tratamiento Ty D5 no mejor6 el Ty control (Figura 5.40).

Los resultados del ensayo indican que si existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulacién con respecto al testigo de los tratamientos efectuados a la
dosis UV-C de 5 kJ/m? con el prototipo III, para inoculaciones efecuadas a los 6
dias después de la aplicacion UV-C a los 8 dias. La esporulacién con el tratamiento
Ty D5 mejoro el To control (Figura 5.41).
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Figura 5.40: Severidad a los 4 y 8 dias de la inoculacion

inoculadas a los 4 y 6 dias del tratamiento UV-C.
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Figura 5.41: Resultados de la esporulacion en mandarinas Ortanique a los 7 dias ino-

culadas a los 4 y 6 dias del tratamiento UV-C.
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5.3.8 Ensayos ILUV12
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Figura 5.42: Comparacion del porcentaje de incidencia a los 4 y 8 dias de la inoculacion,
en las columnas de la izquierda. En la parte central, se presentan los resultados de la
esporulacion a los 8 dias en mandarinas Ortanique y en la parte derecha, la severidad a
los 4 y 8 dias de la inoculacion.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
la incidencia, severidad y esporulaciéon con respecto al testigo. La inoculacion se
realiz6 a los 6 dias de los tratamientos UV-C dosis 5 kJ/m?.
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5.3.9 Ensayos ILUV13
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Figura 5.43: Comparacién del porcentaje de incidencia, esporulacién y severidad a los
4 y 8 dias de la inoculaciéon en mandarinas Ortanique.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
la incidencia, severidad y esporulaciéon con respecto al testigo. La inoculacion se
realiz6 a los 6 dias de los tratamientos a las dos dosis UV-C aplicadas Tg D2,5 y
T D5 (Figura 5.43).

5.3.10 Ensayos ILUV14
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Figura 5.44: Porcentaje de incidencia a los 4 y 8 dias de la inoculacién en naranjas
Valencia-late.

Los resultados del ensayo indican que existieron diferencias significativas en cuan-
to a la incidencia respecto al testigo del tratamiento Tg D2,5. La secuencia de
combinacion del tratamiento T (AG+D2,5) no mejoro el resultado del Tg control
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a los 4 y 8 dias de la inoculacion. Los frutos fueron inoculados 6 dias después de
los distintos tratamientos (Figura 5.44).

La secuencia de combinacién T (AG+D2,5) fue mejor que la secuencia T (AG+D5).
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Figura 5.45: Severidad a los 4 y 8 dias de la inoculacién en naranjas Valencia-late
inoculadas a los 6 dias de los tratamientos.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la severidad respecto al testigo de los distintos tratamientos efectuados
a las dosis aplicadas con el prototipo III y con las secuencias de combinacién
ensayadas, a los 4 y 8 dias de las inoculaciones (Figura 5.45).
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Figura 5.46: Resultados de la esporulaciéon en naranjas Valencia-late a los 8 dias con
inoculacién a los 6 dias del tratamiento de UV, para dos dosis de aplicaciéon UV en
combinacién con agua caliente.
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No existieron diferencias significativas en cuanto a la esporulacién con respecto
al testigo entre los distintos tratamientos, a los 8 dias de las inoculaciones (Figu-
ra 5.46).
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5.3.11 Enmsayos ILUV15
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Figura 5.47: Porcentaje de incidencia a los 4 y 8 dias de la inoculacién en naranjas
Valencia-late inoculadas a los 6 dias de los tratamientos.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la incidencia con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectua-
dos. Los frutos fueron inoculados 6 dias después de la aplicacion de las distintas
dosis UV-C a los 4 dias de la inoculacion. Si existieron diferencias significativas
a los 8 dias entre la secuencia de combinacion Tg (AG+D2,5) y el testigo. Esta
secuencia de combinacion no mejoré la eficacia respecto al testigo (Figura 5.47).
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Figura 5.48: Severidad a los 4 y 8 dias de los distintos tratamientos realizados en
naranjas Valencia-late.
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Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la severidad con respecto al testigo de los distintos tratamientos efectua-
dos. Los frutos fueron inoculados 6 dias después de la aplicacion de las distintas
dosis UV-C a los 4 dias de la inoculacion. Si existieron diferencias significativas a
los 8 dias entre las secuencias de combinacion de los tratamientos Tg (AG+D5) y
Ts (AG+D2,5) con respecto al testigo. Estas secuencias de combinacién no mejo-
raron los resultados de la severidad respecto al testigo (Figura 5.48).
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Figura 5.49: Resultados de la esporulacion en los distintos tratamientos en naranjas
Valencia-late a los 8 dias.

Los resultados del ensayo indican que no existieron diferencias significativas en
cuanto a la esporulacion con respecto al testigo de los distintos tratamientos efec-
tuados. Los frutos fueron inoculados 6 dias después de la aplicacion de las distin-
tas dosis UV-C a los 8 dias de la inoculacién. Si existieron diferencias significa-
tivas entre las secuencias de combinacion de los tratamientos Tg (AG+D5) y Tg
(AG+D2,5) con respecto al testigo. Estas secuencias de combinacion no mejoraron
los resultados de la esporulacién respecto al testigo (Figura 5.49).
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Se ha procedido a evaluar los dafios en la corteza de los citricos en los dos ensayos
anteriores. Para ello se ha disenado una escala de valoraciéon de 0-3 a los 3 dias de
los tratamientos. Los resultados aparecen en la tabla Tabla 5.5.

Tabla 5.5: Valores medios de los danos observados en los ensayos ILUV14 e ILUV15 de
naranjas Valencia-late a los 3 dias de los tratamientos.

Categoria Danos Piel
Cat.1 Ausencia 0
Cat.2 Ligeros 1
Cat.3 Moderados 2
Cat.4 Severos 3
Tratamiento Danos 0-3 ILUV14 Danos 0-3 ILUV15
CONTROL 0 0
UV-C 5kJ/m? 1.07 0.6
UV-C 2.5kJ /m? 0.07 0.21
AG+UV-C 5kJ/m? 0.98 0.28
AG+UV-C 2.5kJ/m? 0.61 0.16

En la Tabla 5.5 se observa que los dafios en la corteza fueron menores en las
naranjas Valencia-late de recolecciéon tardia que en las de recoleccién temprana,
para las mismas dosis aplicadas. Los danos en la piel de los frutos fueron menores
cuando antes de aplicar la radiacién, se realizdé el bano con agua caliente en la
secuencia de combinacién (AG+UV-C) a la dosis 5kJ/m? respecto al tratamiento
(UV-C) a la dosis 5kJ/m?. No sucedi6 asi a las dosis bajas de irradiacién. En este
caso, la secuencia de combinaciéon (AG+UV-C) a la dosis 2,5kJ/m? no mejoré el
dafio en la piel de los frutos respecto al tratamiento a la dosis (UV-C) 2,5kJ /m?.

El resumen de los ensayos efectuados en la campana 2010-2011, se indica en la
Tabla 5.6.
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Tabla 5.6: Resumen de los tratamientos efectuados en la campafna 2010-11.

Cultivar Tratamiento Red. incidencia Red. Diametro Danos
ILUV10 Navel Lane-late T5,D5 NO NO NO
Te,Ds5 SI NO NO
ILUV11 Ortanique T4,D5 NO NO NO
Te,D5 NO NO NO
ILUV12 Ortanique Tg,Ds5 NO NO NO
ILUV13 Ortanique Te,D2 5 SI NO NO
Te,D5 NO NO NO
ILUV14  Valencia- late T¢,Da 5 SI NO SI, ligeros
Tg,Ds5 NO NO SI, moderadc
Ts,AG+Dg 5 NO NO SI, ligeros
Ts,AG+D5 NO NO SI, moderadc
ILUV15 Valencia-late Te,D2 5 NO NO SI, ligeros
T6,AG+D5 NO NO SI, ligeros
Ts,AG+Dg 5 NO NO SI, ligeros
Ts,AG+D5 NO NO SI, ligeros
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5.4 Campana 2011-2012

5.4.1 Ensayos ILUV16
El estudio estadistico aparece reflejado en la Tabla 5.7

Mientras la fruta no irradiada y desverdizada aumenté en 9.5 unidades el indice
de cambio de color (ICC), la irradiada UV-C a 2.5 kJ/m? lo hizo en 7.4 unidades
y la irradiada UV-C a 5 kJ/m? en 5.2 unidades. Los resultados ICC del ensayo en
las dos variedades, indican que existieron diferencias significativas con respecto al
testigo. Por variedades, las mandarinas Clemenules, que inicialmente tenfan una
coloracion externa més verde, cambiaron més de coloraciéon que las Navel Lane-
late.

No hubo interacciones entre las dos variedades y los tratamientos, es decir, los tra-
tamientos UV-C inhibieron de igual manera la desverdizacion en las dos variedades
tratadas.
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Tabla 5.7: Captura de pantalla del ANOVA de los resultados obtenidos, por tratamiento,
variedad e interaciones.

ILUV: Efecto sobre el desverdizado

ANMOVA Table for cambio de color by tratamiento

Source

Between groups 374,202 2 187,101 17,11 0,0000
Within groups 1279,69 117 10,9375

Total (Corr.) 1653,89 119

tratamiento Count Mean Homogeneous Groups
uv 5 40 5,2385 X

uv 2,5 40 7,4115 X

control 40 92,564 X

Mientras gue la fruta ne irradiada y llevada a verdizar aumenta en
9.5 unidades el indice de color, ls irraciada con 2.5 kJ/m’ lo hace en
7.4 unidades y la irradiada con 5% xJ/m” en 5.2 unid

a
diferencias incluyen a las dos variedades tratadas y son

es. Las

estadisticamente significativas.
ANOVA Table for cambio de color by cultivar

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P Value
Between groups 590,254 1 590,254 65,48 0, 0000

Within groups 1063, 63 118 9,01385

Total (Corr.)
Multiple Range Tests for cambio de color by cultivar

Method: 95,0 percent LSD

cultivar unt Mean Homogeneous Groups
Navel Lane 60 5,18683 X
Clemenules 60 9,8225 b4

Por variedades, las mandarinas Clemenule
mas verdes, cambian mds de coloar que las

, gue inicialmente estaban
vel Late.

Analysis of Variance for cambio de color - Type IIT Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Sanare F-Ratio P -Value

MATN EFFECTS

A:cultivar 590,254 1 590,254 100,21 0,0000
B:tratamiento 374,202 2 187,101 31,77 0,0000

TNTERACTIONS

AB 17,9832 4 &,9916 1,53 09,2217
RESIDUAL 671,449 114 5,88991
TOTAL (CORRECTED) 1653,8% 119

All F ratios are based on the residual mean sguare error.

No hay inte ciones entre cultivar vy trata
tratamientes UV inhikben de igual manera

variedadss trataedss.
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5.5 Resultados de determinacion de la calidad de los frutos

Color - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la Tabla 5.8:

Tabla 5.8: Valores medios de ICC obtenidos en los distintos ensayos efectuados en las
variedades de citricos cv "Valencia-late’ y cv ’Ortanique’.

VALENCIA - LATE -ICC ORTANIQUE -ICC

< ILUV 3 0,219 a ILUV 1 0,698 a
EE: o
& =]
< o ILUV 4 0,35 b ILUV 2 0,78 a
o
:C

(=}
% § ILUV 9 0,54 c ILUV 7 0,823 b
S

No se observaron diferencias significativas en los resultados de ICC en los primeros
ensayos de las mandarinas Ortanique. En naranjas Valencia-late, los resultados de
ICC de los ensayos efectuados en la campana 2009, si que difirieron significativa-
mente con respecto los efectuados en la campana 2010.

Grosor corteza - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la Tabla 5.9:

Tabla 5.9: Valores medios del grosor de la corteza medidos en mm.

VALENCIA - LATE -mm ORTANIQUE
(=)
§ ILUV 3 4,7 b ILUV 1 3,34 a
z
<
E ILUV 4 4,33 a ILUV 2 3,14 a
<
@]
<
JE o
E S ILUV 9 5,04 b ILUV 7 2,46 b
S

No se observaron diferencias significativas en los resultados del grosor de la corteza
en los primeros ensayos de las mandarinas Ortanique. En naranjas Valencia-late,
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si que difirié el grosor de la corteza de la fruta de los ensayos efectuados en la

campana 2009.

Grosor flavedo - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la Ta-

bla 5.10:

Tabla 5.10: Valores medios del grosor del flavedo medidos en mm.

VALENCIA -~ LATE -mm ORTANIQUE mm
g ILUV 3 2,27 ILUV 1 1,84
o
>
i
<
E ILUV 4 1,91 ILUV 2 1,65
<
3}
(=]
1=
o~
<
Z ILUV 9 2,45 ILUV 7 1,72
S

Los resultados indican que no existieron diferencias del pardmetro medido en man-
darinas Ortanique. Si existieron diferencias en naranjas Valencia-late.

Penetrometro - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la Tabla 5.11:

Tabla 5.11: Valores medios del penetrometro medidos en Kgf.

VALENCIA — LATE Kgf ORTANIQUE Kgf
2 ILUV 3 4,05 ILUV 1 511
™
=
?
<
E ILUV 4 345 ILUV 2 4,18
<
@]
(=]
=
ol
<
% ILUV 9 5,58 ILUV 7 5,8
=<
Q

Los resultados de los ensayos de penetromia, indicaron que existieron diferencias
entre los frutos de recolecciéon temprana y tardia en mandarinas Ortanique. Los
valores medios mas bajos, indicaron que las mandarinas se encontraban mas tur-
gentes en los ensayos de naranjas Valencia-late y mandarinas Ortanique.
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Resistencia (Rotura) - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la
Tabla 5.12:

Tabla 5.12: Valores medios de rotura medidos en N/cm?.

VALENCIA — LATE- N/em2 ORTANIQUE - N/em2
S LUV 3 0235 |a| ILUVI 0276 | b
(o]
Z
<
; ILUV 4 0,253 a ILUV 2 0,305 b
<
@]
(=]
=
o
<<
Z ILUV 9 0,236 a ILUV 7 0,235 a
S

Los resultados de este parametro en los distintos ensayos, indican que tampoco
existieron diferencias significativas entre las muestras de frutos de recolecciéon tem-
prana y tardia en naranjas Valencia-late. Si que existieron diferencias significativas
en las mandarinas Ortanique recolectadas en 2010.

Compresion - Los resultados en los distintos ensayos se indican en la Tabla 5.13:

Tabla 5.13: Valores medios de compresiéon medidos en Kgf.

VALENCIA - LATE Kgf ORTANIQUE Kgf
S LUV 3 184 | ¢ ILUV 1 218 | b
(o]
>
&
S ILUV 4 2,12 b ILUV 2 1,76 c
3
=
&
<
" ILUV9 2,52 a ILUV 7 2,61 a
=
%
o
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Los resultados de este parametro en los distintos ensayos, indican que existieron di-
ferencias significativas en los valores de compresion en mandarinas Ortanique y na-
ranjas Valencia-late. Los valores medios fueron menores en las mandarinas Ortani-
que de recoleccion tardia. También existieron diferencias en naranjas Valencia-late
pero no se obtuvieron valores mas bajos en el ensayo con naranjas de recoleccion
tardia.
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Capitulo 6

Discusion

6.1 Influencia de la fruta en los resultados de los
tratamientos efectuados.

El conocimiento de las dosis 6ptimas de tratamiento y la fisiologia de los produc-
tos frescos conforman la base para establecer modelos de su comportamiento bajo
el efecto de la tecnologia UV-C, o de las diferentes tecnologias postcosecha. La
prediccion del comportamiento a través de modelos predictivos centra las investi-
gaciones que actualmente se realizan en varios centros de investigacion postcosecha
espafioles (Cabezas y col., 2015).

A la partir de los resultados obtenidos en las determinaciones de calidad de los en-
sayos, se pueden determinar si existe correlaciéon entre el porcentaje de incidencia
para una misma dosis de irradiaciéon UV-C, y los parametros externos que deter-
minan la calidad del fruto. El nimero de ensayos en los que se han determinado los
parametros de calidad indicados en las campanas 2009 y 2010 no permiten esta-
blecer todavia modelos de regresion predictivos robustos sobre el comportamiento
de las distintas variedades de citricos.

6.2 Respuestas en frutas citricas

Como antecedentes al disefio de nuestros aplicadores de UV-C, denominados pro-
totipo I, II, y III, para utilizarlos sobre citricos en fresco, e integrar el de mayor
interés en una linea de manipulaciéon comercial, un prototipo en tren continuo fue
disenado en 1997 para proporcionar una dosis baja de luz UV-C en la superficie
de la fruta en una linea de manipulado de manzana y probado para su control
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sobre Penicillium expansum, hongo causante de la podredumbre azul de la fruta
de pepita. Consistia en una fila de lamparas instaladas en un bastidor por encima
de una cinta transportadora La dosificacion de la luz UV-C aplicada a la superficie
de la fruta fue regulada mediante la variacién de la velocidad de la cinta transpor-
tadora. El podrido después de 28 dias de almacenamiento de manzanas ’ Empire’se
redujo un 52 % en relaciéon con los controles no tratados cuando el fruto circul6
a una velocidad de 6,2 m/min, y la dosis de aplicacion fue de 1,38 kJ/m? en el
reactor UV-C (Wilson y col., 1997).

Posteriormente estos investigadores junto a otros centraron sus investigaciones en
el uso de agua caliente a distintas temperaturas y tiempos de exposicion( bien sola
o junto con fungicidas de sintesis de postcosecha para reducir las podredumbres
de los citricos especialmente P. digitatum y aumentar asi el tiempo de comercia-
lizacion de los mismos (Porat y col., 2000a; Fallik, 2004).

El interés de las investigaciones de la presente tesis doctoral ha sido buscar estra-
tegias para el control de enfermedades de postcosecha que disminuyan el uso de
fitosanitarios por interés de los consumidores, reduciendo el impacto ambiental y
la capacidad de los hongos.de producir cepas resistentes.

La radiacion UV-C presenta efectos directos (como germicida) e indirectos de
activacion de los mecanismos de defensa del fruto) frente a enfermedades de post-
cosecha de citricos.

Tratamientos con aplicadores conteniendo lamparas de UV-C han sido realizados
por varios investigadores para evaluar en el fruto su capacidad antifangica (Ben-
Yehoshua y col., 1992; Rodov y col., 1992; Droby y col., 1993).

La evidencia experimental de los trabajos de esta tesis indica que el efecto de la
radiacion UV-C en la reduccion de P. digitatum, en frutos citricos es méas un feno6-
meno de resistencia inducida que un efecto germicida directo sobre las estructuras
fangicas.

Puesto que la radiacion UV-C es un tratamiento superficial las hifas del hongo
estan protegidas dentro de la herida de la corteza del citrico, cosa que no ocurre
con las esporas que son eliminadas por la radiacién al estar expuestas de manera
directa en la superficie.

Se han encontrado diferencias significativas en cuanto al porcentaje de incidencia
en el podrido originado por P. digitatum de la aplicacion UV-C a la misma dosis
de tratamiento en los resultados obtenidos en las recolecciones tempranas y tar-
dias de la variedad cv’ Ortanique’siendo menos efectivas en los ensayos con fruta
procedente de recolecciones tardias.

De forma similar. resultados de un estudio en pomelos mostraron que la radiacion
UV-C fue mas eficaz en la inducciéon de niveles méas altos de fitoalexinas en la
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fruta cosechada en febrero y mayo que en noviembre. Esto puede ser de particular
importancia debido a que los citricos en el final de la temporada por lo general
han perdido gran parte de la resistencia natural a enfermedades que poseen cuan-
do son inmaduros. Solo la dosis de irradiacion de 3,0 kJ/m? de UV-C afecto el
desarrollo del color de pomelo cv’ Star Ruby’ cosechado en noviembre, en compa-
racién con la fruta no tratada. Para pomelos 'Star Ruby’, la dosis éptima fue de
0,5 kJ/m?, para un rango de dosis investigadas de 0,5- 3 kJ/m?. Los niveles de
escoparona y escopoletina se incrementaron con todas las dosis de UV. Se produjo
un pardeamiento de la corteza y la necrosis de los tejidos a dosis UV >1,5 kJ/m?
(D’hallewin, 2000).

En algunos casos la capacidad antifangica del tratamiento UV-C y los posibles
danos en la piel del citrico son funcion de la temperatura de conservacion de los
frutos tratados. Asi en kumquats ‘Nagami’, para un rango de dosis de irradiacion
entre 0,2-15 kJ/m?, los niveles de niveles escoparona aumentaron después de la
irradiacion en todas las exposiciones UV-C. Después de 2 semanas de almacena-
miento a 17°C la fruta con tratamiento UV-C mostro signos de dano; sin embargo,
a temperaturas méas bajas el dafio ocasionado era insignificante incluso a la dosis
més altas utilizadas, siendo la dosis 6ptima de 1,5 kJ/m? (Rodov y col., 1992).

Los resultados obtenidos de la severidad de los distintos tratamientos con respecto
al testigo, indican que las dosis més altas aplicadas fueron las causantes del mayor
diametro de crecimiento de la podredumbre, por un efecto dafino de la radiacion
sobre el fruto.

Los resultados en un estudio de limén ’Eureka’, indicaron que la irradiacién de
la fruta con UV-C redujo su susceptibilidad a P. digitatum. La expresion de este
efecto estaba directamente relacionada también con el nivel de escoparona en la
fruta iluminada. Existia otro mecanismo involucrado, que era la presencia de citral.
La luz UV-C y la aplicacion de citral ex6geno fueron visiblemente perjudiciales
para los tejidos flavedo a altas dosis. El intervalo de dosis de aplicaciéon estudiada
fue de 0-15 kJ/m?, encontrandose que la dosis 6ptima de UV-C, solo era eficaz
para suprimir la podredumbre de los limones que habian sido irradiados con al
menos 24 h antes de la inoculacion con P. digitatum. Se encontraron niveles mas
altos de escoparona en frutas irradiadas (Ben-Yehoshua y col., 1992).

En unos trabajos con distintas variedades de naranja Shamouti y Valencia, tam-
bién después de 2 semanas de almacenamiento a 17°C de la fruta con tratamiento
UV-C, ésta mostro signos de dano. Sin embargo, a temperaturas més bajas el dano
por UV-C era practicamente insignificante en las dosis més altas utilizadas. Los
niveles de escoparona aumentaron después de la irradiacion en todas las exposicio-
nes. El rango de las dosis de trabajo fue de 0,2-15 kJ/m?, siendo la dosis 6ptima
de 9 kJ/m? (Rodov y col., 1992).
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Los resultados obtenidos en nuestra tesis en los distintos ensayos, indican también
que existen diferencias en cuanto al comportamiento entre las distintas variedades
de naranjas y mandarinas.

Analogamente a estos resultados otros autores han centrado también sus inves-
tigaciones en buscar estrategias para el control de enfermedades de postcosecha
que disminuyan el uso de fitosanitarios. En sus observaciones han indicado que se
requiere un aumento de dosis para lograr una efectividad en condiciones de ensayo
similares a las comerciales, pero no se observa control de podredumbres atin con
las mayores dosis. Cuando éstas son mayores de 80kJ/m? se observan perdidas de
peso, alteraciones fisiologicas, disminucién de la acidez y aumento de acetaldehi-
do. Por lo que se considera que el tratamiento en estas condiciones no controla la
mayoria de las podredumbres provocadas por los danos de cosecha y ademas, las
elevadas dosis alteran otros pardmetros de calidad en naranjas (Cocco y col., 2010

b).

En mandarinas si se observo efecto en la incidencia de la podredumbres a partir
de dosis de 50kJ/m?, aunque con alteraciones y perdidas de peso, por lo que se
deben buscar alternativas de combinaciéon con otros tratamientos para no tener
efectos adversos (Cocco y col., 2010 a).

Los ensayos se han realizado con tres prototipos de aplicador UV-C, en principio
buscando un efecto directo germicida sobre el fruto, pero a la hora de aplicar las
dosis de los ensayos curativos ha resultado que con los aplicadores I y II se han
producido efectos daninos sobre la piel del fruto. Ello da idea de la importancia de
la zona de fruto y de la orientacién en el momento de ser sometido a exposicion a
la luz UV-C, como ponen de manifiesto trabajos de otros investigadores.

A los resultados obtenidos en nuestras investigaciones, con la busqueda de un
aplicador de UV-C, que mejore la aplicacion de la radiaciéon emitida, otros trabajos
indicaron la importancia de la orientacién del fruto durante el tratamiento, seguida
de una aplicaciéon de una dosis baja de UV-C e inoculacién con P. digitatum,
buscando un efecto de hormesis.

Hormesis en una definicion amplia es la aplicacion de agentes potencialmente da-
ninos en dosis bajas para los organismos vivos con el fin de inducir respuestas de
estrés.

La comercializacion del tratamiento UV-C de productos horticolas en general con
el fin de inducir respuestas beneficiosas en el producto después del tratamiento
requiere tanto del suministro de la dosis exacta, como de un dispositivo de aplica-
cion que permita el tratamiento de gran cantidad de frutos de manera eficiente en
las centrales hortofruticolas. Ademaés, desde hace tiempo se ha supuesto que tales
efectos requieren que toda la superficie de los productos horticolas - normalmente
fruta — sean expuestas a la radiaciéon UV-C. Esto se logra mediante la rotacion
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manual de la fruta en un campo UV-C, (Wilson y col., 1997); mientras que la
reducciéon de la dosis administrada en cada rotacién es directamente proporcional
al namero de rotaciones (Obande y Shama, 2011).

Por tanto de los tres prototipos ensayados el que presente mejores perspectivas, por
los resultados obtenidos para ser integrado en una linea comercial de manipulaciéon
de citricos (Sorica y col., 2014), de manera efectiva y a un coste razonable es el
aplicador III, segtun se detalla en el Anejo 2.

En el Anejo 2 se detalla el plano que se ha disenado de una linea comercial de
tratamiento y manipulado de citricos en la que se ha implementado después del
tinel de secado previo, un futuro aplicador UV-C de una longitud de 3 metros, y
de 2 metros de ancho.

También se podria integrar en dicha linea un equipo de tratamiento de agua calien-
te HWB (Porat y col., 2000a; Irtwange, 2006), que permitirfa combinar la secuencia
de combinacion de tratamientos més eficaz : tratamiento agua caliente + UV-C.

La anchura de la linea propuesta podria oscilar entre 1,50 y 2 m., que son las
dimensiones habituales de las lineas comerciales.

Se describen a continuacion los equipos mas representativos en la de tratamientos
de la linea de confeccion:

= Volcador: Es un equipo capaz de vaciar las cajas de campo por capas de 6
cajas y volcarlas dos a dos en la linea de manipulacién de manera dosificada.

= Mesa de previa-tria: Es una méaquina disenada para facilitar las operacio-
nes de preseleccion de los citricos y se realiza la primera seleccion del proceso,
donde se elimina manualmente frutos podridos, frutos fuera de tamano y al-
gunos otros tipos de defectos como de forma o manchas.

= Lavadora / duchadora de agua caliente: Es el equipo destinado al lavado
del fruta. El equipo estéa provisto de unos cepillos sobre los que se desplaza la
fruta. Esto secuencia de combinacion seria la mas interesante desde la estra-
tegia de los tratamientos combinados (AG+UV-C), segtin se ha determinado
en nuestras investigaciones. También el tratamiento con agua caliente es una
alternativa para mantener la calidad durante el manejo postcosecha de los
citricos (Irtwange, 2006).

= Thnel de presecado: Se sitta después del lavado de la fruta y se emplea
para secar la piel del fruto una vez sale de la maquina lavadora, y prepararlo
para tratamientos posteriores.

= Aplicador UV-C: Para irradiacion UV-C al fruto a la dosis 6ptima de
tratamiento. Dotado de las correspondientes lamparas.
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= Aplicador de cera: Es una maquina cuya mision es repartir uniformemente
la cera sobre los frutos que avanzan en la linea sobre unos cepillos.

= Thnel de secado: Se sitta después del aplicador de cera y consta de rodillos
de aluminio sobre los cuales se desplaza la fruta al tiempo que se inyecta aire
caliente.

= Mesa de tria: Es una méquina diseniada para facilitar las operaciones de
seleccion y clasificacion de los citricos de manera manual.

Otras combinaciones se podrian establecer para lineas de tratamiento y manipu-
lado de citricos con hoja, y para lineas de tratamiento y pre-calibrado de citricos
a la entrada de la central (Sorica y col., 2014).

En los trabajos llevados a cabo por estos investigadores cuando la fruta fue ex-
puesta a dosis bajas de UV-C una serie de cambios fueron inducidos en el citrico
incluyendo la produccién de compuestos antifingicos y retrasos en la maduracion.
Todos los trabajos indicados con anterioridad se refieren a los efectos inducidos
por la radiaciéon UV-C, es decir, longitudes de onda en el rango de 100 a 280 nm
(Shama y Alderson, 2005).

Los resultados revelaron que cuando los extremos del caliz de las mandarinas
fueron expuestos en una posicién estacionaria a dosis de 1,3 kJ/m? de luz UV-C, la
resistencia del huésped inducida a la podredumbre era igual a, o ligeramente mejor
que cuando las frutas se hicieron girar cuatro veces diferentes. Cuando se rotaron
frutas, exponiendo a la luz UV-C s6lo uno o dos lados diferentes, la incidencia
parecié aumentar, en comparacion con el tratamiento de solamente los extremos
de los tallos o cuando las frutas se hicieron girar cuatro veces.

La diferencia en la respuesta se podria atribuir al hecho de que la aplicacién de
dosis bajas de UV-C penetro en las capas externas de la piel en el extremo del caliz
de cada fruta, o todos los lados de la fruta. Una senal posible por medio de la via
de transduccion del tejido receptor podria haber sido transmitido sistémicamente
desde el extremo del caliz de los frutos a numerosos conductos dentro del tejido
vascular del floema de las frutas. También es posible que la translocacion fuera
rapida, porque no habia un aumento significativo en el nivel de las respuestas
defensivas para retardar la invasion de P. digitatum, en mandarinas y, en el extremo
de la flor. .Ademas, los resultados de este estudio parece mostrar una respuesta
defensiva menor en las frutas tratadas en un lado de las no giradas y esas giradas
dos veces en el retraso de estos patdgenos, en comparacion con aquellos tratados
solamente en el extremo del tallo. Esto podria significar una translocaciéon mas
lenta de una senal de transducciéon moévil vascular.

El estacionaria posicionamiento del pedunculo de frutos para el tratamiento de la
radiacion UV-C postcosecha seria mas eficiente para un aparato UV-C en linea y
menos laborioso que la rotacién convencional de los cuatro lados, lo que implicaria
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la rotaciéon manual periodica de las frutas en la linea de procesamiento (Wilson
y col., 1997). Ademas, hay otras ventajas practicas para el tratamiento en el ex-
tremo del tallo inicamente con UV-C, tales como el tratamiento de las frutas méas
pequenas, como las mandarinas.

En la Tabla 6.1 se indica el efecto de la orientacion del fruto en un ensayo de man-
darina durante el tratamiento con luz UV-C y después de la inoculacion artificial
con P. digitatum en la zona peduncular y en la estilar (Stevens y col., 2005).

Tabla 6.1: Porcentaje de Incidencia y severidad de la podredumbre verde en citricos
tratados con luz UV-C en distintas zonas y orientaciones.

Incidencia y Severidad (cm) dos dias después de la inoculacién.

Sitios de inoculacion

Orientacion
Fruto Caliz Zona estilar Media
fruto
UW-C Caliz
Tangerina , ) 20 (0,9) 20 (0,7) 20(0.8)
(sin rotacidn)
UV-C 4 sitios
Rotacion 26 (0,9) 29 (0,7) 28(0.,8)
UV-C 2 sitios
; B3 (1,2) 63 (1.0) 63(1.1)
rotacion
Control (sin
93 (1,5) 93 (1.2) 93 (1.4)

tratamiento)

Es importante conocer la reduccién en cuanto a la incidencia respecto al testigo
y de la severidad en los tratamientos efectuados con UV-C para el control de P.
digitatum en frutas citricas, para ver si alcanzan al control del fungicida quimi-
co clasico como es el IMZ. Las alternativas combinadas con agua caliente o de
productos de bajo impacto ambiental con fungicidas quimicos, permiten bajar las
dosis de estos ultimos (Carbajo y Torres-Leal, 2011).

También el tratamiento con agua caliente reduce la sensibilidad de los citricos al
dafnio por frio, y es respetuoso con el medio ambiente, aunque es solo eficaz en un
rango estrecho de temperaturas pues el calor inhibe el crecimiento del patégeno
aunque provoca un dano fitotoxico a la fruta, permite reducir la dosis del fungicida
(Ben-Yehoshua y Eckert, s.f.).
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Se han producido efectos indirectos al bajar las dosis de aplicacion en tratamientos
preventivos y con la combinacién de agua caliente se mejoran los resultados.

Por tanto existe la posibilidad de establecer combinaciones con otros métodos de
control basados en agua caliente (Ben-Yehoshua, 2003b; D’hallewin y col., 2010).

Un tratamiento de mandarina ’Fairchild’ con carbonato sodico (CS) al 5% de
Na,CO4 condujo a una acumulacién de escoparona en el albedo de 310, 361 y
382pg/g peso fresco después de 7, 10 y 15 dia, respectivamente. La acumulacion
de escoparona se asoci6é con una disminucién en la severidad del podrido. Cuando
naranjas comunas 'Biondo’ fueron inoculadas con 2x10° esporas/ml de P. digita-
tum o P. italicum y tratadas con 5% SC, a los 3 dias después del tratamiento el
porcentaje de podrido en comparacion con el control se redujo en un 97,2 y 93,9 %,
respectivamente, ademés de los cambios estructurales, en el albedo aumenté sig-
nificativamente el pH del tejido, que afecté la patogenidad de P. digitatum. El
deposito de (SC) distribuido como una pelicula en el flavedo ileso no tuvo ningian
efecto en la prevencion de la infeccion por el contacto con el hongo (Venditti y col.,
2005).

Otra posible combinacion sinérgica de la radiaciéon UV-C es con banos de soluciones
de carbonato y bicarbonato sdédico. Ademas, estas pueden calentarse con lo que
también se obtienen beneficios adicionales andlogos a los del agua caliente. Existe
por tanto la posibilidad de establecer combinaciones con otros métodos de control
basados en dichas soluciones que son aditivos alimentarios.

Otros investigadores ensayaron frutos del limén (Citrus limon cv "Verna”) que se
recolectaron en dos épocas (abril y agosto) y en cada recoleccion se clasificaron, se
limpiaron y se dividieron en 4 grupos de acuerdo con los siguientes tratamientos:
I) ninguno; I1) UV-C (3 kJ/m?); I1I) NaHCO; al 2% (w / v); IV) UV-C seguido
por NaHCO;. El tratamiento con NaHCO, se llevé a cabo mediante la inmersién
de la fruta, por 15 s., en una solucién que se calenté a 60°C. En el tratamiento
combinado la exposicion a UV-C se realiz6 5 min antes de la inmersion. La fruta
tratada se mantuvo durante 2 meses a 5°C C y 90 % HR seguido de un perfodo de
comercializacion simulada de 6 dias.

El mismo experimento se llevo a cabo con fruta inoculada artificialmente con P.
digitatum (10° conidios/ml) y se mantuvo a 2°C y 90 % de HR durante 5 dias. En
la fruta inoculada el grado de deterioro fue mayor en comparaciéon con los limones
recolectados en primera cosecha. Casi el 65 % de la fruta temprana no tratada se
perdi6 al final del experimento, mientras que solo el 42 % de la recoleccion tardia se
pudri6. El podrido se redujo significativamente sélo mediante la combinacién de los
dos tratamientos. De hecho, el porcentaje de podrido para los limones recolectados
temprana y tardiamente sometidas al tratamiento combinado fue de 8,0 y 5,2 %,
respectivamente (Venditti y col., 2010).
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La aplicacion de luz ultravioleta (UV-C, 254 nm) hormesis en las frutas y ver-
duras para estimular respuestas beneficiosas es un método para el control de po-
dredumbres de postcosecha, y extender la vida ttil del producto tratado (Fonseca
y Rushing, 2008). El tratamiento de tomates (Lycopersicon esculentum) con dife-
rentes dosis de radiacion UV-C (1,3 a 40 kJ / m?) induce resistencia al moho negro
(Alternaria alternata), moho gris (Botrytis cinerea), y pudricion blanda (Rhizo-
pus stolonifer). Estas enfermedades se redujeron de manera efectiva cuando los
tomates se inocularon después de aplicar radiacion UV-C. Los tomates tratados
con UV-C eran mas firmes y menos de color rojizo que los tomates control, lo que
indica un retraso en la maduraciéon. La lentitud de maduracién y la resistencia a la
pudricién de almacenamiento de los tomates estdn probablemente relacionados. El
efecto positivo de UV-C en los tomates disminuyd a medida que los tratamientos
se realizaron en las etapas de aumento de la maduracion (Liu y col., 1993).

La intensidad de la radiacion UV-C es un factor clave para determinar la efecti-
vidad de los tratamientos UV-C en frutas. En fresa, para una dosis de 4 kJ/m?
a partir de irradiancias de UV-C de 3-33 W/m? reduce en 10 veces el tiempo de
tratamiento manteniendo la calidad. En tomate, los beneficios del aumento de la
intensidad de la radiacion UV-C son mas sutiles (Cote, 2011). El aumento de la
intensidad de la radiacion UV-C podria ser interesante desde un punto de vista
tecnologico, ya que podria aumentar la eficacia al tiempo que reduciria el tiem-
po de exposicion para realizar los tratamientos, aumentando su viabilidad para
aplicaciones industriales (Cote y col., 2013).

6.4 Propuestas de futuro

Se va a continuar la investigacion con los siguientes objetivos planteados para otros
trabajos de investigacion que se pretenden realizar en un futuro a corto plazo:

= Mejorar el aplicador de UV-C implementando un control automético opti-
mizando las dosis a aplicar.

= Implantar el aplicador de UV-C en lineas comerciales de manipulacién de
citricos segtin se detalla en el Anejo N22, de forma que la exposicién este
precedida siempre de tratamientos a los citricos en ducha / balsa de agua
caliente.

= Posibilidad de incorporacion de emisores LED UV-C en los aplicadores, sus-
tituyendo las lamparas de vapor de mercurio, con la finalidad de mejorar el
aplicador actual.
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= Continuar los ensayos acerca de los pardametros de calidad del fruto, que

permitan determinar con la mayor exactitud posible las dosis para otras
variedades no ensayadas.

Establecer otros tratamientos combinados de luz UV-C con otros sistemas
de control de la podredumbre verde que permitan aumentar la eficacia de
estos tratamientos alternativos, y que minimicen los riesgos de dano por fi-
totoxicidad en la piel de los citricos.

Entre los sistemas no contaminantes de control de las enfermedades que se
podrian combinar con la radiacion UV-C destacan los banos en soluciones
de productos naturales y de baja toxicidad (aditivos o conservantes alimen-
tarios, aceites esenciales, extractos de plantas, etc) y la aplicacién de micro-
organismos antagoénicos de control biologico.

Determinar la eficacia del aplicador de UV-C ya incorporado en la linea de
confeccion contra otras enfermedades de postcosecha de citricos importantes
causadas por patogenos de herida como Geotrichum citri-aurantii (podre-
dumbre amarga) 6 Rhizopus stolonifer (podredumbre acuosa).
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo puede concluirse que:

1. La dosis de irradiacion UV-C 2,5 kJ/m? no produce retraso en la colora-
cién de los citricos que va a ser sometidos al proceso de desverdizacién. Por
tanto es la dosis que se debe utilizar cuando se manipulen citricos que van
a ser sometidos a dicho proceso, como es el caso de naranjas o mandarinas
tempranas que han alcanzado la madurez comercial y no tienen todavia la
coloracion caracteristica de la variedad.

2. En general, las dosis de irradiacion UV-C més efectivas son inferiores para
el tratamiento de las mandarinas que para las naranjas.

3. Las irradiaciones entre 5 y 10 kJ/m? son las que mejor se comportan tanto en
tratamientos curativos como preventivos en cuanto a reducciéon de inciden-
cia y severidad de la podredumbre verde en mandarinas Clemenules. Dosis
superiores resultan daninas, y dosis inferiores inefectivas.

4. A las dosis seleccionadas no fitotoxicas, los tratamientos preventivos son mas
efectivos que los curativos en cuanto a reduccion de incidencia y severidad
de la podredumbre verde en mandarina Clemenules.

5. Se confirma que a estas dosis pequenas el modo de accién indirecto por
induccion de resistencia en el fruto es mas importante que el modo de accion
directo sobre el patégeno. Ello es debido a que los patégenos de herida, a
diferencia de los microorganismos contaminantes superficiales, quedan poco
expuestos a la acciéon germicida de la irradiacion UV-C.

6. En tratamientos preventivos, las dosis de UV-C de 5 o0 10 kJ/m? se muestran
efectivas para reducir la incidencia de la podredumbre verde en mandarinas
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10.

11.

Ortanique tempranas, pero no en tardias. En cualquier caso, la induccién de
resistencia no se mantiene tras 7 dias de incubacion a 20°C.

A medida que el fruto madura, las dosis aplicadas para el control de la
podredumbre verde causada por P. digitatum pueden ser algo mas altas, para
mantener la actividad antifingica, aunque la respuesta del fruto disminuye,
aunque no tienen que producir dafos en la piel de la fruta tratada.

La aplicacion de dosis altas con los prototipos I y II resultan daninas para
el fruto, y se descarta su utilizaciéon dentro de las aplicaciones industriales
para su implantacién en lineas de tratamiento comerciales. El prototipo III
es el que presenta mejores perspectivas para su implementacion en las lineas
de manipulacion de citricos.

Siendo la aplicaciéon de UV-C un tratamiento de superficie, el calibre del fruto
puede influir en la dosis efectiva aplicada sobre la superficie del mismo en los
aplicadores donde se hace girar el fruto. Mientras que la reduccion de la dosis
administrada en cada rotacion es directamente proporcional con el nimero de
rotaciones, un fruto de tamano pequernio tipo mandarina/clementina girara
mas veces en el aplicador que uno de calibre mayor tipo naranja.

La combinaciéon de un tratamiento de agua caliente junto a la aplicacién
de UV-C mejora la actividad antifingica siempre y cuando se realice con
anterioridad a la misma. Por el contrario este beneficio se reduce considera-
blemente cuando el agua caliente se aplica después de la irradiacién UV-C.

Para la utilizacion de alternativas en una estrategia CINCEP, es necesario
utilizar métodos combinados o tecnologfas de barrera. Los resultados de esta
tesis ilustran que la combinacién de distintos métodos de control, tradicio-
nales o nuevos, produce un efecto sinérgico que posibilita que aunque tengan
mas baja intensidad sean mas efectivos que un solo método de intensidad méas
alto. Ello favorecera la calidad sensorial y nutricional de nuestros citricos.
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Tanto la radiacion UVC como la inmersion en agua caliente, son métodos alternativos a los productos fitosanitarios en el tratamiento
poscosecha de frutas y hortalizas. En el presente estudio se ha aplicado la combinacion de ambas técnicas a citricos, con el fin de
eliminar cualquier resto de tratamientos anteriores a la cosecha y a su vez prolongar el periodo poscosecha sin podredumbres ni
quimicos afadidos, incrementado el valor comercial de los mismos.

Material

Prototipo reactor UVC formado por |[&mpara de amalgama de indio de 180 W (50 W de UVC a 254 nm), con reactancia electronica de 200W/2A refrigerada con
ventilador de 9W y proyector cilindro-parabélico en aluminio sin pulir

Cdmara de tratamientos Depésito de_agua caliente

Balsa de acero inoxidable de
250 |. con dos resistencias de
4500 W cada una, termostato
y bomba de recirculacion.

Dimensiones: 150 x 15 x 13
cm. . Presenta una bandeja
extraible con celdillas para
depositar las frutas.

Las potencias medidas UVC en el
prototipo, oscilan entre 25 y 30 mW.s/cm?

Métodos
Tratamientos realizados:
1. Control inoculado y no tratado.
2. Agua caliente: bafio a 50°C, 2 min..
3. Irradiacion con UVC con dosis 20 kJ /m?
4. Agua caliente + UVC.
5. UVC + agua caliente.

Pardmetros de calidad del fruto estudiados:
1. Colory firmeza de la corteza.
2. Fuerza rotura de la piel (Instron Mod. 3343).
3. Fuerza liberacién aceite esencial (penetrémetro).
4. Grosor de la corteza.
5. Grosor del flavedo.

Resultados
Incidencia infeccion a los 7 dias Esporulacién a los 7 dias
60 Dosis > de 50 KJ/m? No causan
50 daro al fruto 50
40 40
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Conclusiones

El reactor UVC disefiado, presenta potencia y uniformidad suficiente para el tratamiento poscosecha de citricos. Su construccion es
sencilla, fiable y adaptable a las cadenas comerciales de manipulacion de citricos.

En mandarina Ortanique y naranja Valencia Late, dosis muy elevadas de UVC, por encima de 50 Kj/m2, no producen dafos apreciables
en la piel, por lo que en principio este no seria un factor limitante en los tratamientos realizados.

En tratamientos curativos con naranja Valencia Late, la combinacion de agua caliente + UVC es la que proporciona mejores resultados.
Se ha observado una mayor capacidad inhibidora de Penicillium digitatum en naranja Valencia Late que en mandarina Ortanique.

Es preciso realizar nuevas experiencias con tratamientos preventivos en los que es de prever buenos resultados, ya que en los mismos
dara tiempo a que la produccion de fitoalexinas como consecuencia de la radiacion UVC alcance sus valores maximos.
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Resumen (Abstract)

Los tratamientos y productos quimicos que se emplean en poscosecha para acondicionar la fruta y
prolongar su duracion, dejan residuos de los mismos. Estos residuos, por debajo de unos niveles
determinados, no parecen nocivos para las personas aunque en algunos paises son cuestionados a
la hora de comercializar la fruta, siendo mas apreciados por los consumidores los productos sin
tratamiento post-cosecha. La radiacion ultravioleta C (UVC), junto con bafio en agua caliente, es
inocua, no deja residuos y puede disminuir la incidencia de los organismos causantes de
podredumbres y deterioros de las frutas antes de su comercializacion.

Se ha disefiado y construido un prototipo de reactor UVC para tratamiento poscosecha de citricos y
se estan evaluando, por un lado las dosis UVC necesarias para controlar las podredumbres de
poscosecha sin dafar los frutos y, por otro, la eficacia del tratamiento en variedades de citricos
comerciales, infectadas con los hongos que causan los mayores dafios econdmicos en la poscosecha
de citricos.

Los primeros resultados en mandarina Ortanique y naranja Valencia Late, apuntan a que la
conjuncion de bafio en agua caliente mas radiacion UVC es efectiva en la inhibicion del desarrollo de
Penicillium digitatum y P. italicum.

(Products currently used for postharvest treatments to fit out the fruit and to extend its life in optimal
consumption conditions leave synthetic chemical residues. Low levels of these residues on fruits are
not harmful to human health, however in recent years they have been progressively questioned in
some countries at the time of commercializing the fruit, being more appreciated by the consumers the
“non trates” fruits.

Ultraviolet C radiation (UVC), along with hot water bath, is innocuous, does not leave residues and it
has been reported to reduce and even remove the infective load of most microorganisms which
caused the decay and chilling injury of harvested fruits before its commercialization.

In the present study an UVC reactor prototype was designed and assembled for the postharvest
treatment of citrus fruits. The proper dose of UVC radiation to disinfect the fruits without suffering
surface damage and the effectiveness of treatment on citrus fruits varieties infected with the fungi
which cause the greater economic damages in the postharvest of fruits are both being evaluated.

The first results in Ortanique Mandarin and Valencia Late Orange suggested that UVC radiation along
with hot water bath was an effective method to remove or to delay the harmful effects of Penicillium

digitatum and P. italicum.)
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1. Introduccion. Objetivos

En la poscosecha de frutas y hortalizas se llega a producir hasta un 25% de pérdidas si
éstas no se someten a ningun tratamiento. Los tratamientos agroquimicos que se emplean
en poscosecha para acondicionar la fruta y prolongar su duracién en condiciones 6ptimas de
consumo, dejan, en mayor o menor grado residuos de los mismos, y si en principio no son
nocivos para las personas es mejor evitar su uso. En algunos paises se utilizan estos
residuos como traba a la hora de comercializar la fruta. Por otro lado muchos patdégenos
estan desarrollando resistencias a los productos de sintesis lo que implica adoptar otros mas
agresivos 0 aumentar las dosis. Si a esto unimos, el que estan irrumpiendo con fuerza en el
mercado los productos “ecoldgicos” o “sin tratamiento” con mejor comercializacién y precios
mas altos, se justifica un tratamiento post-cosecha eficaz que no altere ni contamine la fruta
(R. D. 1201/2002 de 20 de noviembre ; Resolucion de 27 de octubre de 2008, del Director

General de Investigacion ).

La radiacion ultravioleta es inocua, no deja residuos y se puede utilizar para disminuir e
incluso anular, la carga infectiva de la mayor parte de organismos causantes de
podredumbres y deterioros de las frutas antes de su comercializacién, con la ventaja
afadida de que puede degradar los restos de tratamientos fitosanitarios realizados en el

campo.

Esta técnica, unida a la inmersién en agua caliente, induce en la fruta la produccién de
fitoalexinas, que actian como fungicidas naturales, junto a otros mecanismos de defensa
como es la lignificacion y tapado de las heridas, que aseguran su mayor duraciéon en

condiciones 6ptimas de consumo.

Los fungicidas sintéticos, como el tiabendazol o el imazalil, han sido el principal método de
control de las enfermedades de poscosecha de los citricos de mayor importancia
economica, las podredumbres verde y azul causadas respectivamente por los patégenos P.
Digitatum y P. italicum (Eckert et al.,1994 ; El Ghaouth et al.,1998). Actualmente, el uso
continuado de estos fungicidas se esta enfrentando con dos obstaculos: la creciente
preocupacion de los consumidores en lo que respecta a la contaminacion de la fruta con
residuos de fungicidas, y la proliferacion de resistencias en las poblaciones de los patdgenos
causantes de las podredumbres (Bus et al.,1991 ; Eckert et al.,1994) .



Debido a esto, durante los ultimos afios, se estan proponiendo y evaluando diferentes
métodos alternativos no contaminantes para el control de podredumbres en citricos. La
aceptacion por parte de los productores y, por tanto, la aplicacion a nivel comercial de
cualquiera de estos tratamientos, depende de que su eficacia sea comparable con la de los
fungicidas convencionales. Dentro de los métodos de control no quimicos estudiados hasta
la fecha destacan el tratamiento con agua caliente (Ben Yehoshua et al.,2002 ; Ben-
Yehoshua., 2003 ; Palou et al., 1999 ; Rodov et al.,1995), el tratamiento con carbonato y
bicarbonato sédico (Palou et al., 1999 ; Smilanick et al1999), o el control biolégico utilizando

microorganismos antagonistas de los patégenos (Huang et al., 1992 ; Wilson et al.,1993).

Aunque cada uno de estos tratamientos ha logrado reducir las infecciones que se
desarrollan durante la poscosecha de citricos, ninguno de ellos ha sido capaz, por si solo,
de alcanzar niveles de control comercialmente aceptables, presentando una eficacia limitada
a la hora de controlar las infecciones preexistentes en los frutos. Es por ello que estudios
recientes se estan orientando en evaluar la eficacia de aplicar diferentes combinaciones de
los tratamientos mencionados (Obagwu et al., 2003 ; Palou et al., 2001 ; Porat et al., 2002).
La aplicaciéon de estos tratamientos combinados ha tenido como resultado la reducciéon de
las infecciones desarrolladas en la poscosecha de citricos a niveles comparables con los

alcanzados mediante el uso de fungicidas sintéticos.

La reduccién de las enfermedades poscosecha y el retraso en la pudriciéon cuando se radia
con UV-C se han relacionado con el incremento de la resistencia a la pudricion de los
tejidos, debido a la acumulaciéon de compuestos antifingicos. En el caso concreto de los
citricos, se ha encontrado que la radiacién de los frutos con UV-C esta asociada con la
producciéon de escoparona y escopoletina (fitoalexinas) que inducen resistencia contra los
patégenos que causan la podredumbre de los frutos. (Ben-Yehoshua et al.,1992 , 2002 ;
D'Hallewin et al.,1999 , 2000 ; Rodov et al., 1992 , 1994).

Se ha observado que en diferentes especies, incluidas los citricos, los efectos de la
radiacion UV-C sobre la inactivacion de los microorganismos dependen de la dosis (Allende
et al,, 2003 , D'Hallewin et al., 2000 ; Stevens et al.,1999). Con respecto a la dosis de
radiacion a aplicar, hay que tener presente que se ha descrito que la aplicaciéon de UV-C por
encima de una dosis limite causa daros visibles en la piel de los citricos, siendo la extension
del dafio funcion del estado de madurez del fruto (Ben-Yehoshua et al.,1992 ; D'Hallewin et
al.,2000). El incremento de la madurez de los frutos provoca una disminucién de la

respuesta de los tejidos a la radiacion UV-C (Allende et al., 2003 ; Liu et al.,1993).

En el procesado clasico poscosecha de fruta, primero esta se lava con detergentes mas

fungicidas, a continuacion se seca y se recubre de una cera que contiene, entre otros



productos, un fungicida. El presente estudio tiene por objeto la aplicaciéon de un método
alternativo consistente en la inmersion de la fruta en agua caliente, posterior secado y a
continuaciéon tratamiento con radiacion UVC. Con este método se pretende (i) eliminar
mediante el lavado cualquier resto de suciedad y productos fitosanitarios superficiales
anteriores a la cosecha y (ii) prolongar el periodo de poscosecha sin podredumbres y sin
necesidad de afiadir ningun producto quimico a la fruta, evitando asi la presencia de

residuos fitosanitarios en el producto comercializado.

2. Materiales y métodos

2.1.Prototipo reactor UVC
El tratamiento con radiacion UVC se realiza en prototipos construidos para tal fin,

escogiéndose una técnica facilmente adaptable en el futuro a las cadenas comerciales de
procesado de fruta (El Ghaouth et al.,1998 ; Wilson et al.,1997).

En un primer lugar se disefié un prototipo (Fig.1) con base en aluminio y lampara de 55 W
de vapor de mercurio de baja presion, que emite radiacion de onda corta con maximo de
253,7 nm (UVC). El encendido es mediante reactancia electronica de 58 W. El eje
longitudinal de la lampara se sitia en el foco del reflector cilindro-parabdlico también en

aluminio, paralelo al plano de la bandeja de tratamientos.

Figura 1. Interior prototipo en funcionamiento

El campo de potencias para distintos perfiles se confecciond mediante sensores tipo

fotodiodo calibrado como el de la figura (Fig.2) y oscilé entre 4 y 10 mW/cm?.
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Figura 2. Sensor UVC



Se diseid otro reactor mas potente que permitiera acortar los tiempos de tratamiento. Para
lo cual se utilizé6 una lampara de amalgama de indio de 180 W (50 W de UVC a 254 nm),
110 cm de longitud, en funda de cuarzo puro, libre de ozono, con reactancia electrénica de
200W/2A refrigerada con ventilador de 9W y proyector cilindro-parabodlico en aluminio sin
pulir. La cdmara de tratamientos de 150 x 15 x 13 cm. (Fig.3) presenta una bandeja
extraible con celdillas para depositar las frutas. Las potencias medidas UVC eran bastante
superiores a las del primer prototipo, oscilando entre 25 y 30 mW.s/cm?. Esta lampara se

calienta en exceso disminuyendo su potencia a partir de los 35°C por lo que se refrigeré

mediante corriente de aire longitudinal proporcionada por un ventilador de 35W (160 m*/h).
Py

Fig.3 Reactor UVC. Interior del reactor.

2.2 Tratamiento con agua caliente

Se realiza en balsa de acero inoxidable de 250 L con dos resistencias de 4500 W cada una,
termostato y bomba de recirculacion. La fruta se introduce en cestas de rejilla de acero
inoxidable, con capacidad para entre 20 y 30 frutos, que se hunden en el bafio el tiempo

preestablecido segun la dosis a aplicar (Fig.4)

Fig. 4. Balsay cestas para tratamiento con agua caliente

2.3 Ensayos

2.3.1 Dosis maximas
Tras los primeros ensayos en orden a obtener las dosis maximas admisibles en las

variedades utilizadas en la experiencia (mandarina Ortanique, naranja Valencia Late), se



comprobd que admitian dosis muy elevadas, por encima de 50 KJ/m?, sin mostrar dafios en
la piel, por lo que en principio este no seria un factor limitante, ya que en los tratamientos

con fruta inoculada, segun la bibliografia consultada, no seria preciso llegar a estos valores.

2.3.2. Actividad inhibidora de podredumbres
Se han disefiado dos tipos de experiencias: unas curativas, en las que en primer lugar se

inocula el hongo y con posterioridad se aplican las distintas técnicas de eliminacién o
inactivacion del mismo; otras preventivas en las que el proceso es a la inversa, primero se
aplican las técnicas autoinductoras de sustancias protectoras y con posterioridad se inocula
el hongo a ensayar. En principio se han elegidos dos de los hongos que causan mayor dafio
econdmico en la poscosecha de citricos: Penicillium digitatum y P. italicumy dos variedades
de citricos: mandarinas Ortanique y naranja Valencia Late en dos estados fenologicos,

temprano y tardio.
En las primeras experiencias curativas se ha seguido el protocolo:

¢ Inoculacién con Penicillium digitatum; 10° esporas/ml; 4 repeticiones de 10 frutos.
e Tratamientos 24 horas después de la inoculacion fungica.
e Incubacion en camara a 20°C y 80-90% HR.

e Lectura del nimero de podridos (incidencia, %), diametro de lesién (severidad, mm) y
esporulacion del hongo a los 4 y 7 dias de incubacion.

Los tratamientos realizados fueron los siguientes:

e 1. Control inoculado y no tratado

e 2. lIrradiacién con UVC con dosis 25 kJ /m?
e 3. Agua caliente: bafio a 50°C, 2 min

e 4. Agua caliente + secado + UVC

e 5. UVC + agua caliente

Ademas se determinaron los siguientes parametros de calidad del fruto: color y firmeza de
la corteza, fuerza necesaria para la rotura de la piel (Instron Mod. 3343; Fig.5), fuerza
necesaria para la liberacion de aceite esencial (penetrometro) y grosor de la corteza y el

flavedo, para ver si tenian alauna relacion con la efectividad de los tratamientos aplicados.

Fig.5 Ensayo firmeza



3. Resultados y discusion
De los primeros ensayos realizados, y después del andlisis estadistico correspondiente se

desprende que todos los tratamientos son efectivos individualmente o combinados siendo el
tratamiento 4: Agua caliente + secado manual + UV-C el que presenta mejores resultados
en cuanto a disminuir la incidencia y esporulacion respecto al testigo. En general se ha
observado una mayor capacidad inhibidora de P. digitatum en naranja Valencia Late (Fig.6)

que en mandarina Ortanique.

Incidencia infeccion a los 7 dias Esporulacion a los 7 dias
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Fig.6 Graficos de incidencia y esporulacion de la podredumbre verde en naranjas Valencia

Late sometidas a los 4 tratamientos descritos.

También se desprende en todos los ensayos que las combinaciones de tratamientos

presentan mejores resultados que los tratamientos individuales.

4. Conclusiones
e El reactor UVC disefiado presenta potencia y uniformidad suficiente para el

tratamiento poscosecha de citricos. Su construccion es sencilla y fiable previendo
una facil adaptacion a cadenas comerciales de manipulacion de citricos.

¢ En mandarina Ortanique y naranja Valencia Late, dosis muy elevadas de UVC, por
encima de 50 KJ/m? no producen dafios apreciables en la piel, por lo que en
principio este no se perfila como factor limitante en los tratamientos desinfectantes.
Sin embargo, segun se desprende de la bibliografia sobre el tema, hay que
determinar para cada variedad y estado fenoldgico las dosis maximas admisibles.

e Los primeros ensayos con mandarina Ortanique y naranja Valencia Late previamente
inoculadas con Penicillium digitatum se han obtenido resultados prometedores en el

control del hongo para las combinaciones de agua caliente mas UVC
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OBJETIVOS

En primer lugar, determinar las dosis de radiacién UV-C més adecuadas para tratar mandarinas ‘Clemenules’ y ‘Ortanique’.
En segundo lugar, determinar el efecto tanto curativo como preventivo de los tratamientos UV-C, a las dosis de radiacion seleccionadas, en
Penicillium digitatum (PD) en funcién del tiempo entre tratamiento e infeccién asi como de madurez del fruto.

METODOS

Primero se inocularon mandarinas ‘Clemenules’ con PD a 10°
esporas/mL .Para los ensayos curativos la inoculacién fungica se
realizé 24 horas antes de la exposicion a la radiacién UV-C. Para los
ensayos preventivos la inoculacién se realiz6 2 dias tras la
exposicion a la radiacién UV-C.

MATERIAL

Las dosis aplicadas de radiacién UV-C fueron en los dos casos de:
0,1, 3,5,10, 15y 20 kJ/m2. Después de los tratamientos la fruta se
introdujo en una cdmara acondicionada a 20°C y 80-90% HR para
Se han utilizado dos prototipos: el primero compuesto por l[dmpara la incubacién

de amalgama de indio de 180 W (50 W de UV-C a 254 nm), con

reactancia electrénica de 200W y proyector cilindro-parabdlico en
aluminio sin pulir. Puede suministrar potencias UV-C de hasta 30
mW s/cm?.

El segundo compuesto por lampara de 55 W de vapor de mercurio
de baja presién, con reactancia electrénica de 58 W y proyector

En todos los ensayos, los datos se analizaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA) empleando el programa Statgraphics Plus 4.1
(Manugistics Inc.).

En tratamientos preventivos se utilizaron mandarinas hibridas
‘Ortanique’ con dos estados de madurez: fruta temprana inoculada

cilindro-parabélico en aluminio situado en el foco del reflector.

B el e con 105 esporas/mL y tratada con 5 o 10 kd/m? de UV-C, y fruta
roporciona potencias UV-C de hasta 10 mW s/cm?.

tardia inoculada con 10* esporas/mL y tratada con 5 kJ/m2.

RESULTADOS

Incidencia y severidad de la Dosis 4 dias dias
podredumbre verde en mandarinas Control 20,92a 128,8x
‘Clemenules’ inoculadas con 1 kJ/m? 27,75b 140,8 xy
Penicillium digitatum (105 esporas/mL) 3kj/m? 30,92b 139,15 xy
24 horas antes del tratamiento con 5

distintas dosis de radiacion UV-C e 5kj/m 33,05ab Uiy
incubadas a 20°C y 85% HR durante 4 10 kJ/m? 26,65b 124,3x
y 7 dias. En cada columna, las medias 15 kJ/m? 34,1b 146,8y
segglfﬁasl por Ietrag .dlferentesl son 20 kJ/m? 3475ab 14877y
significativamente distintas segin la
prueba de la minima diferencia 02 LA
significativa de Fisher (P<0,05).

Dosis 4 dias 7 dias
Control 72,2 ab 100x
1KJ/m? 70 ab 100 x
3kJ/m? 80 abc 97,5x
5KJ/m? 92,5¢ 100 x

10 kJ/m? 67,5a 92,5x
15 KJ/m? 87,5 bc 95x
20 kJ/m? 92,5¢ 97,5x
INCIDENCIA P=0,0463 P=0,3025
(%)

SEVERIDAD

CONCLUSIONES

+Las dosis de 5 y 10 kd/m2 son las que mejor se comportan tanto en tratamientos curativos como preventivos en cuanto a
reduccion de incidencia y severidad de la podredumbre verde en mandarina ‘Clemenules’. Dosis superiores resultan fitotéxicas.

+Los tratamientos preventivos son mas efectivos contra PD que los curativos en cuanto a reduccién de incidencia y severidad de
la podredumbre verde en mandarina ‘Clemenules’. Se confirma que el modo de accién indirecto por induccién de resistencia en el
fruto es mas importante que el modo de accién directo sobre el patégeno.

*En tratamientos preventivos, las dosis de UV-C de 5 o 10 kJ/m? se muestran efectivas para reducir la incidencia de la
podredumbre verde a los 3 dias de incubaciéon a 20°C en mandarinas ‘Ortanique’ tempranas, pero no en tardias. En cualquier
caso, la induccién de resistencia no se mantiene tras 7 dias de incubacién a 20°C.
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Resumen
El consumidor y por lo tanto el mercado, exige cada vez mas alimentos no tratados con productos quimicos
como los que normalmente se emplean en la poscosecha de frutas y hortalizas para el control de enfermedades
fungicas. La radiacion UV-C, en dosis adecuadas, es inocua, no deja residuos y puede atenuar el efecto de
organismos causantes de podredumbres de las frutas en su precomercializacion evitando o disminuyendo el uso
de fungicidas.

ElIIVIA y la UPV llevan varias campanas trabajando en el desarrollo de un prototipo de reactor UV-C adecuado
para el tratamiento poscosecha de los frutos citricos. En la presente comunicacion se describen ensayos
encaminados a acotar las dosis UV-C maés idoneas en mandarinas ‘Clemenules’ y ‘Ortanique’ inoculadas con
Penicillium digitatum, hongo patéogeno causante de la podredumbre verde, la enfermedad de poscosecha de
mayor importancia econdmica en nuestras condiciones ambientales espafiolas. Asimismo, se evalua el efecto de
las dosis seleccionadas sobre infecciones establecidas (actividad curativa) y sobre la capacidad del fruto de
inducir resistencia a la enfermedad (actividad preventiva).

De los resultados obtenidos se desprende que las dosis de radiacion UV-C, no lesivas, mas adecuadas para el
tratamiento de estos cultivares son las de 5 o 10 kJ/m?. En general, los tratamientos preventivos se muestran
mas efectivos que los curativos. La actividad preventiva es temporal y depende del estado de madurez del fruto.

Palabras clave: Radiacion UV-C. Prototipo. Poscosecha. Citricos. Penicillium digitatum. Podredumbre verde.

Abstract

Currently, consumers are increasingly demanding food free from chemical residues. Alternatives to the use of
chemical fungicides for the postharvest treatment of fruits and vegetables are needed. UV-C radiation, at the
right doses, is a clean and safe technology for the postharvest antifungal treatment of fresh produce that may
substitute or reduce the use of chemicals.

The IVIA and the UPV have been working for the last few seasons on the development of a UV-C reactor
prototype suitable for the postharvest treatment of citrus fruits. We are reporting here research to establish the
most appropriate UV-C doses for ‘Clemenules’ and ‘Ortanique’ mandarins inoculated with Penicillium
digitatum, the causal pathogen of green mold, the most important citrus postharvest disease in our Spanish
environmental conditions. Furthermore, the effect of selected doses either on established infections (curative
activity) or the fruit ability to induce disease resistance (preventive activity) is assessed.

Results show that 5 and 10 kJ/m? are the non-harmful UV-C doses more adequate for these cultivars. In general,
preventive treatments are more effective than curative treatments. Preventive activity is temporary and
influenced by fruit ripening stage.

Key words: UV-C radiation. Prototype. Postharvest. Citrus. Penicillium digitatum. Green mold.



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por las enfermedades de poscosecha constituyen uno de
los principales problemas de nuestro sector citricola. La gran mayoria de los podridos que se
producen desde que los frutos citricos son recolectados hasta que llegan al consumidor son
debidos a los patogenos Penicillium digitatum (PD) y Penicillium italicum, causantes de las
podredumbres verde y azul, respectivamente. Estos hongos infectan los citricos a través de
heridas en la piel y se combaten actualmente con fungicidas quimicos.

La radiacion ultravioleta lejana (UV-C; A = 254 nm) es un método fisico que presenta un
potencial para controlar podredumbres causadas por Penicillium en frutos citricos (Ben-
Yehoshua et al., 1992). Se trata de un método inocuo que no deja ningtin tipo de residuo en
los frutos. Las dosis a utilizar deben determinarse experimentalmente para cada caso concreto
pues la luz UV-C mal aplicada puede resultar fitotoxica y dafiar la piel del fruto. Se ha
descrito tanto un modo de accion directo de la luz UV-C sobre las estructuras fungicas como
uno indirecto de induccion de resistencia a las enfermedades en el fruto tratado (D’hallewin et
al., 1999).

De ensayos anteriores (Adrados et al., 2009) se desprende que dosis elevadas de radiacion
UV-C del orden de 20 kJ/m? causan dafios no observables a simple vista que provocan que la
severidad (diametro de la podredumbre) y la incidencia (porcentaje de podridos) sean en
general mayor en el material tratado que en el control.

En base a lo expuesto, los objetivos generales de las experiencias planteadas fueron, en primer
lugar, determinar las dosis de radiacion UV-C mas adecuadas para mandarinas ‘Clemenules’
y ‘Ortanique’, y en segundo lugar determinar el efecto tanto curativo como preventivo de los
tratamientos UV-C a las dosis de radiacion seleccionadas contra la podredumbre verde, en
funcion del tiempo entre tratamiento e infeccion y del estado de madurez del fruto.

2. MATERIAL Y METODOS

El tratamiento con radiacion UV-C se ha realizado con dos prototipos: el primero (Fig.1)
compuesto por lampara de amalgama de indio de 180 W (50 W de UV-C a 254 nm), 110 cm
de longitud, en funda de cuarzo puro, con reactancia electronica de 200W/2A refrigerada con
ventilador de 9 W y proyector cilindro-parabolico en aluminio sin pulir. La camara de
tratamientos de 150 x 15 x 13 cm presenta una bandeja extraible con celdillas para depositar
las frutas. Puede suministrar potencias UV-C de hasta 30 mW s/cm’.

Figura 1. Prototipo UV-C de 30 mW s/cm?
El segundo (Fig. 2) compuesto por lampara de 55 W de vapor de mercurio de baja presion,

con encendido por medio de reactancia electronica de 58 W. En el mismo, el eje longitudinal
de la lampara se sitia en el foco del reflector cilindro-parabdlico también en aluminio,
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paralelo al plano de la bandeja de tratamientos. Proporcionando potencias UV-C de hasta 10
mW s/cn’.

En ambos prototipos se puede variar la dosis UV-C aplicada, bien variando la altura de la
lampara, o bien el tiempo de exposicion. Se optd por variar el tiempo de exposicion para la
aplicacion de las distintas dosis seleccionadas en cada ensayo.

Figura 2. Prototipo UV-C de 10 mW s/cm®

El calibrado previo a cada experiencia se realizd6 mediante un sensor tipo fotodiodo calibrado
(Fig.3). Para la medida de los tiempos de exposicion a las distintas dosis se utilizd un
crondmetro.

Figura 3. Sensor UV-C y cronémetro

Con el fin de determinar las dosis, no lesivas, de radiacion UV-C mas adecuadas se
inocularon mandarinas ‘Clemenules’ (Citrus reficulata Blanco) con PD a 10° esporas/mL en
un punto de la zona ecuatorial. Para los ensayos curativos la inoculacion fingica se realiz6 24
horas antes de la exposicion a la radiacion UV-C. Para los ensayos preventivos la inoculacion
se realiz6 2 dias tras la exposicion a la radiacion UV-C.

Las dosis aplicadas de radiacion UV-C fueron en los dos casos de: 0, 1, 3, 5, 10, 15 y 20
kJ/m®. En cada tratamiento de los siete realizados se utilizaron 4 repeticiones de 10 frutos.
Después de los tratamientos la fruta se introdujo en una camara acondicionada a 20°C y 80-
90% HR para la incubacion de la fruta tratada hasta la lectura de resultados. La evaluacion de
la incidencia de la enfermedad (porcentaje de frutos podridos), severidad (diametro de la
lesion) y esporulacion (porcentaje de frutos esporulados) se hizo a los 4 y 7 dias de los
tratamientos.

En funcion de los resultados obtenidos se optd por profundizar en la evaluacion de
tratamientos preventivos. Para ello se utilizaron mandarinas hibridas ‘Ortanique’ con dos
estados de madurez: fruta temprana (recoleccion a principios de febrero), inoculada con 10°
esporas/mL y tratada con 5 o 10 kJ/m’® de radiacion UV-C, y fruta tardia (recoleccion a
mediados de marzo), inoculada con 10* esporas/mL y tratada con 5 kJ/m®. La inoculacion se
realiz6 a los 2 (T2) y 6 (T6) dias tras el tratamiento con UV-C, ya que distintos estudios
indican que la maxima resistencia a la podredumbre verde o la méaxima inducciéon de
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antifiingicos como la escoparona en citricos pueden producirse después de estos periodos de
tiempo en funcion del factores como el cultivar o el estado de madurez del fruto (Rodov el al.,
1992; Droby el al., 1993; Kuniga el al., 2006). Cada tratamiento se aplico a 4 repeticiones de
10 frutos. La lectura de la incidencia y la severidad de la enfermedad se hizo a los 3 y 7 dias
de la inoculacion fungica.

En todos los ensayos, los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA)
empleando el programa Statgraphics Plus 4.1 (Manugistics Inc.). Los datos de incidencia se
transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de podridos antes del ANOVA.
Para el analisis de severidad solamente se tuvieron en cuenta los valores distintos de cero, es
decir se descartaron los valores correspondientes a frutos inoculados y no infectados. Cuando
resulté apropiado se realizo la separacion de medias segun la prueba de la minima diferencia
significativa de Fisher con un nivel de significacion del 95%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos realizados después de la inoculacion fingica (tratamientos curativos) no
redujeron la incidencia (Tabla 1) ni la severidad (Tabla 2) de la podredumbre verde a ninguna
de las dosis de UV-C probadas. De hecho, ambos pardmetros de la enfermedad aumentaron
con algunas dosis de UV-C, aparentemente debido a dafios fisicos inducidos en la piel de los

frutos por el tratamiento. En ambos casos, la dosis que parece deteriorar menos la fruta es la
de 10 kJ/m’.

Dosis 4 dias 7 dias Dosis 4 dias 7 dias
Control 72,2 ab 100x Control 20,92 a 128,8x
1KkJ/m? 70 ab 100 x 1kJ/m? 27,75b 140,8 xy
3 KkJ/m? 80 abc 97,5x 3 kJ/m? 30,92 b 139,15 xy
5KkJ/m? 92,5¢ 100x 5 kJ/m? 33,05 ab 151,45y

10 kJ/m? 67,52 92,5x 10 kJ/m?2 26,65b 124,3 x
15 kJ/m? 87,5 bc 95x 15 kJ/m?2 34,1b 146,8y
20 kJ/m? 92,5¢ 97,5x 20 kJ/m? 34,75 ab 148,77 y
INCIDENCIA P=0,0463 P=0,3025 SEVERIDAD P=0,2957 P=0,0073
(%) (mm)

Tabla 1 Incidencia y Tabla 2 severidad de la podredumbre verde en mandarinas ‘Clemenules’ inoculadas con
Penicillium digitatum (10° esporas/mL) 24 horas antes del tratamiento con distintas dosis de radiacién UV-C e
incubadas a 20°C y 85% HR durante 4 'y 7 dias. En cada columna, las medias seguidas por letras diferentes son
significativamente distintas segiin la prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (P<0,05).

Los tratamientos con UV-C realizados de forma preventiva 2 dias antes de la inoculacion, no
indujeron aparentemente ninguna resistencia a la infeccion, siendo la incidencia en la fruta
tratada similar a la de la fruta control (Tabla 3). Sin embargo, si se detecto una menor
severidad de la podredumbre en la fruta tratada con 5 o 10 kJ/m?, aunque este efecto no
persistio tras 7 dias de incubacion (Tabla 4). En ninglin caso se observo que la radiacion UV -
C indujera fitotoxicidades visibles en la piel de las mandarinas tratadas a estas dosis, mientras
que con dosis superiores de 15 o 20 kJ/m® se observaron pardeamientos irregulares en la
corteza.



Dosis 4 dias 7 dias Dosis 4 dias 7 dias

Control 75 ab 92,5 xy Control 33,02b 109,62 xyz
1KkJ/m? 90 b 100y 1KkJ/m? 33,23 ab 130,47 z
3 KkJ/m? 90 ab 100y 3 kJ/m? 30,65 ab 123,8yz
5kJ/m? 65 a 90 x 5 kJ/m? 19,45a 98,1 x
10 kJ/m? 65 ab 97,5 xy 10 kJ/m? 19,52 a 113,32 xy
15 KJ/m? 75 ab 100y 15 k] /m? 27,15 ab 120,02 yz
20 kK] /m2 90 b 100y 20 kJ/m? 34,17 ab 126,4yz
INCIDENCIA P=0,1928 P=0,1600 SEVERIDAD P=0,2332 P=0,0091
(%) (mm)

Tabla 3 Incidencia y Tabla 4 severidad de la podredumbre verde en mandarinas ‘Clemenules’ inoculadas con
Penicillium digitatum (10° esporasimL) 2 dias tras el tratamiento con distintas dosis de radiacién UV-C e
incubadas a 20°C y 85% HR durante 4 y 7 dias tras la inoculacion. En cada columna, las medias seguidas por
letras diferentes son significativamente distintas segiin la prueba de la minima diferencia significativa de Fisher
(P<0,05).

Estos resultados indican que las dosis de 5 y 10 kJ/m? son las que mejor se comportan tanto
en tratamientos curativos como preventivos, siendo estos ultimos los que se perfilan como de
mayor efectividad frente a PD. Esto confirma la hipdtesis enunciada por otros autores (Rodov
et al., 1992; Kuniga et al., 2006) de que el principal modo de accioén de la radiacion UV-C en
la reduccion de enfermedades de poscosecha de frutos citricos es la induccion de resistencia
en la piel por la biosintesis de compuestos antifiingicos (fitoalexinas) como respuesta al estrés
provocado por el tratamiento.

En ensayos posteriores con mandarinas ‘Ortanique’ de dos estados de madurez, temprano y
tardio, se evalud la capacidad de las dosis elegidas en los ensayos anteriores (5 y 10 kJ/m?) de
inducir resistencia (actividad preventiva) a dos tiempos distintos entre exposicion e
inoculacion fingica (2 y 6 dias).

Tratamiento 3 dias 7 dias Tratamiento 3 dias 7 dias
T2 Control 65 ¢ 97,5 x T2 Control 921a 125,81 x
T2 5 kJ/m? 40 ab 100 x T2 5 KkJ/m? 9,62 a 121,57 x
T2 10 k] /m? 27,5a 100 x T2 10 kj/m? 9,95a 121,20 x
T6 Control 55 bc 100 x T6 Control 10,13 a 131,95 x
Té6 5 kj/m? 275a 100 x T6 5 kj/m? 891a 131,25 x

T6 10 kJ/m? 52,5 bc 100 x T6 10 kj/m? 9,14a 155,95y
INCIDENCIA P=0,0167 P=0,4457 SEVERIDAD P=0,8291 P=0,0000

(%) (mm)

Tabla 5 Incidencia y Tabla 6 severidad de la podredumbre verde en mandarinas ‘Ortanique’ tempranas
inoculadas con Penicillium digitatum (1 0’ esporas/mL) a los 2 (T2) y 6 dias (T6) tras el tratamiento con dos
dosis de radiacién UV-C (5 y 10 kJ/m®) e incubadas a 20°C y 85% HR durante 3 y 7 dias tras la inoculacion. En
cada columna, las medias seguidas por letras diferentes son significativamente distintas segin la prueba de la
minima diferencia significativa de Fisher (P<0,05).

En cuanto a la incidencia de la podredumbre verde, se puede observar (Tabla 5) que a los 3
dias de la inoculacion flingica, cuando ésta se realizé a los 2 dias del tratamiento, existieron
diferencias significativas en mandarinas tempranas tratadas tanto con 5 como con 10 kJ/m?,
reduciendo mas la incidencia esta ultima dosis. Con la inoculacion a los 6 dias del tratamiento
y lectura a los 3 dias a 20°C se obtuvieron resultados similares a los anteriores pero en este



caso se observd una induccién mayor de resistencia por parte de la dosis de 5 kJ/m?. A los 7
dias de la inoculacion, por el contrario, la incidencia de la podredumbre verde fue
practicamente del 100% para todos los tratamientos ensayados, indicando que la respuesta del
fruto y su efecto antifiingico es temporal. Tal y como se discute en investigaciones anteriores
(Ben-Yehoshua et al., 1992; Droby et al., 1993), la sintesis de fitoalexinas inducida por la luz
UV-C aumenta hasta alcanzar un maximo y luego disminuye. El momento temporal de mayor
induccion y que ese valor maximo sea o no suficiente para detener el crecimiento del
patogeno depende de factores asociados al propio tratamiento (dosis, duracion, ...), al
patdgeno (especie, cepa, densidad de indculo, ...) y por supuesto al fruto huésped (especie,
cultivar, estado fisico y fisiologico, ...). Esta variabilidad explica la importancia de ensayar la
efectividad de estos tratamientos para cada cultivar en particular de cara a la evaluacion de su
potencialidad a nivel comercial.

En cuanto a la severidad de la podredumbre (Tabla 6), no se observaron diferencias
significativas a los 3 dias de incubacion tras la inoculacion, pero a los 7 dias se obtuvieron
valores mayores en mandarinas tratadas con 10 kJ/m? inoculadas a los 6 dias del tratamiento.
Aunque no se observaron fitotoxicidades aparentes, esto podria indicar un posible dafio no
visible en la piel que favoreci6 el crecimiento de PD en estos frutos.

Ante la hipotesis de que la fruta tardia es mas susceptible de manera natural a las pudriciones
de poscosecha por Penicillium, en la experiencia con mandarina ‘Ortanique’ tardia, se ensayo
Ginicamente la dosis de 5 kJ/m® y se inoculd el hongo PD a una concentracién de 10*
esporas/mL.

Tratamiento 3 dias 7 dias Tratamiento 7 dias
T2 Control Oa 81,94 x T2 Control 40,62 x
T2 5 kJ/m? S5a 79,98 x T2 5 kJ/m? 50,90 xy
T6 Control Oa 99,97 x T6 Control 63,92 yz
Té6 5 kJ/m? Oa 94,98 x T6 5 kJ/m? 74,32z
INCIDENCIA P=0,0728 P=0,0768 SEVERIDAD P=0,0000

(%) (mm)

Tabla 7 Incidencia y Tabla 8 severidad de la podredumbre verde en mandarinas ‘Ortanique’ tardias inoculadas
con Penicillium digitatum (]04 esporas/mL) a los 2 (T2) y 6 dias (T6) tras el tratamiento con una dosis de
radiacion UV-C de 5 kl/m® e incubadas a 20°C y 85% HR durante 3 y 7 dias tras la inoculacién. En cada
columna, las medias seguidas por letras diferentes son significativamente distintas segun la prueba de la minima
diferencia significativa de Fisher (P<0,05).

En las condiciones de este ensayo con fruta tardia, PD no se desarrollo tras 3 dias a 20°C
después de la inoculacion (Tabla 7). La incidencia a los 7 dias fue algo inferior en fruta
inoculada a los 2 dias del tratamiento con UV-C que en fruta inoculada a los 6 dias, pero estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, como tampoco lo fueron las observadas
entre los controles y los frutos irradiados. Teniendo en cuenta que estas diferencias si fueron
significativas en el caso de las mandarinas ‘Ortanique’ tempranas, puede concluirse que,
como apuntan algunos autores (D’hallewin et al., 1999; Kuniga et al., 2006), el estado de
madurez influencia la respuesta fisiologica del fruto a la radiacién UV-C, siendo ésta superior
en estados mas inmaduros.

En cuanto a la severidad (Tabla 8) si se observaron diferencias significativas a los 7 dias de
incubacion a 20°C, de forma que el hongo crecié menos en las mandarinas inoculadas a los 2

6



dias del tratamiento. No obstante, no hubo un efecto claro de la radiacion con UV-C para
ninguno de los dos tiempos entre tratamiento e inoculacion fungica.

4. CONCLUSIONES

. 2 . . .
Las dosis de 5 y 10 kJ/m” son las que mejor se comportan tanto en tratamientos curativos
como preventivos en cuanto a reduccion de incidencia y severidad de la podredumbre verde
en mandarina ‘Clemenules’. Dosis superiores resultan fitotoxicas.

Los tratamientos preventivos son mas efectivos contra PD que los curativos en cuanto a
reduccion de incidencia y severidad de la podredumbre verde en mandarina ‘Clemenules’. Se
confirma que el modo de accion indirecto por induccion de resistencia en el fruto es mas
importante que el modo de accidn directo sobre el patdgeno.

En tratamientos preventivos, las dosis de UV-C de 5 o 10 kJ/m? se muestran efectivas para
reducir la incidencia de la podredumbre verde a los 3 dias de incubacion a 20°C en
mandarinas ‘Ortanique’ tempranas, pero no en tardias. En cualquier caso, la induccion de
resistencia no se mantiene tras 7 dias de incubacion a 20°C.
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Synthetic fungicides used for postharvest treatment of citrus fruits are il The objective of the present work was to establish the most
considered by consumers as a risk to human health and environment. il appropriate UV-C doses to control green mould, the most important
Alternatives to these chemicals that leave no residue on fruit are il citrus postharvest disease in our Spanish environmental conditions,
increasingly demanded. [l on ‘Lanelate’ oranges and ‘Ortanique’ mandarins.

MATERIALS AND METHODS

Fruit was puncture-wounded
(rod with 2 mm long x 1 mm wide tip)

Stored for 6 days
At 20°C and 80% RH

4 L

; Inoculated on same wounds
Treated with UV-C light : with aqueous suspension of

2.5 or 5 kJ/m? (Ortanique mandarins) Penicillium digitatum

5 kJ/m? (Lanelate oranges) 10 spores/ml on Ortanique mandarins
Control fruit non-treated Figure 1: UV-C prototype images showing the gear motor, speed setting 103pspores/ml o Langate oranges

4 replicates of 10 fruit per treatment device and position of the lamps (three low pressure 55W mercury-
vapour lamps, supplying 5 mW/cm? average power). Speed set to
provide 25 s to 2 min treatment time, yielding 1.25 to 6.0 kJ/m2 UV-C light |

| dose. y

ot ; Disease evaluated

An%\?:légf:zl scr;aplll}ljlﬁ Number of decayed fruit (incidence, %) Stored for 3 and 7 days
Fisher' P? tpt d LSDt. t Sporulated fruit (sporulation, %) At 20°C and 80% RH

IShers Frotecie s Disease lesion diameter (severity, mm)

RESULTS

Table 1. Incidence, sporulation and severity of green mould on Lanelate oranges treated with 5 kJ/m?2
UV-C irradiation, artificially inoculated 6 days later with Penicillium digitatum (102 spores/ml), and
incubated for 3 and 7 days at 20°C after inoculation. Different letters denote significant differences
among means within each column according to LSD test (P<0.005).

Incidence (%) Sporulation (%) Severity (mm)
3days 7 days (%) 3 days 7 days 3days 7 days
825 a 9 a 67,5 a 825 a 949 a 1158 a
UV-C 5 kJim® 30 b 55 b 20 b 45 b 96,6 a 1102 a

Treatment

Figure 2. Incidence, sporulation and severity of green mould on ‘Ortanique’ hybrid mandarins treated with
2.5 or 5 kJ/m2 UV-C irradiation, artificially inoculated 6 days later with Penicillium digitatum (10*
spores/ml), and incubated for 7 days at 20°C after inoculation. Different letters denote significant
differences among means within each group of columns according to LSD test (P<0.05).

CONCLUSION

In this study, UV-C light at 2.5 and 5 kJ/m? applied to Ortanique and Lanelate citrus fruit, respectively, prevented green mould sufficiently to be considered as
part of a strategy to substitute or reduce the use of conventional synthetic fungicides for the control of postharvest diseases.
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Abstract

Synthetic fungicides used for postharvest treatment of citrus fruits are considered by
consumers as a risk to human health and environment and alternatives to these chemicals
that leave no residue on fruit are increasingly demanded. UV-C light irradiation is a clean and
safe technology that when applied at the right doses may induce fruit resistance to
postharvest diseases, reducing the need for chemical treatments.

The objective of present study was to evaluate the preventive effect of UV-C light treatments
against citrus postharvest green mould caused by the pathogen Penicillium digitatum. For
this purpose, ‘Lanelate’ oranges and ‘Ortanique’ mandarins were puncture-injured in one
side of the equatorial zone, treated with UV-C light at doses of 2.5 or 5 kJ/m? and held at
20°C and 90% RH for 6 days before inoculation with P. digitatum at 10° or 10* spores/ml.
Control fruit was inoculated but not treated. Four replicates of 10 fruit each were used for
each treatment.

A new UV-C reactor prototype was used for postharvest treatment of citrus fruits. This
prototype was able to treat the fruit while rolling, therefore exposing the surface of the fruit
more homogeneously to UV-C light. The reactor, assembled on a commercial 3-m long roller
conveyor, consisted of three low pressure 55-W mercury-vapour lamps, mounted on an
aluminium frame placed 16 cm above the conveyor belt. UV-C average power supplied by
the lamps at 6 cm above the conveyor belt was 5 mW/cm?. In order to regulate the flow rate
and thus the UV-C exposure dose, the speed of the conveyor belt was set to provide a
treatment time from 25 s to 2 min, which yielded a UV-C light dose from 2.25 to 5 kJ/m?,
respectively.

The number of infected fruit (disease incidence) as well as the diameter of the lesion
(disease severity) and the percentage of fruit showing sporulated lesions (pathogen
sporulation) were assessed after 3 and 7 days of incubation at 20°C. Green mould incidence
on ‘Lanelate’ oranges treated with a UV-C dose of 5 kJ/m? was 64 and 42% lower than on
control fruit after 3 and 7 days of incubation, respectively. Pathogen sporulation was 70 and
45% lower than on control fruit after these incubation periods. Disease severity was not
significantly affected by UV-C treatments. On ‘Ortanique’ mandarins, treatments with UV-C
light at 2.5 kJ/m? reduced green mould incidence by 56% compared to non-treated fruit after
7 days of incubation. However, disease incidence and pathogen sporulation on ‘Ortanique’
mandarins treated with UV-C light at 5 kJ/m? were similar to those on control fruit. In this
case, although no rind damage was observed at the naked eye, UV-C light application
probably resulted on slight phytotoxicity that counteracted the resistance induction. It can be
concluded from these experiments that the election of the right UV-C dose was essential for
the suitability of the treatments.

Key words: UV-C radiation. Prototype. Postharvest Citrus. Penicillium digitatum. Green
mould



1. Introduction
1.1 Background

Currently, consumers are increasingly demanding food free from chemical residues.
Alternatives to the use of chemical fungicides for postharvest treatment of fruits and
vegetables are needed (Palou et al., 2008). Far-ultraviolet radiation (UV-C; A = 254 nm) is a
physical method potentially useful for the control of diseases caused by Penicillium spp. in
citrus fruit (Ben-Yehoshua et al.,, 1992). UV-C light may show a direct effect by the
destruction of fungal structures and an indirect effect by the induction of fruit resistance to
disease (D’hallewin et al., 1999). At the right doses, UV-C is a clean, safe, and residue-free
technology for the postharvest antifungal treatment of fresh produce that may substitute or
reduce the use of chemicals. However, overdose of UV-C may result in phytotoxicity and
therefore proper doses must be assessed experimentally.

The IVIA and the UPV have been working for the last few years on the development of a UV-
C reactor prototype suitable for the postharvest treatment of citrus fruits. Our previous results
(Adrados et al., 2009) showed that high UV-C radiation doses of up to 20 kJ/m? caused
damages in fruit skin which, although invisible to the naked eye, increased the susceptibility
of fruit to postharvest green mould, caused by Penicillium digitatum.

1.2. Objectives

The objective of the present work was to establish the most appropriate UV-C doses to
control green mould, the most important citrus postharvest disease in our Spanish
environmental conditions, on ‘Lanelate’ oranges and ‘Ortanique’ mandarins.

2. Materials and methods
2.1 Prototype

The prototype used in these experiments (Figure 1) was designed to be integrated into
packinglines in citrus packinghouses. This prototype was able to treat the fruit while rolling,
therefore exposing the surface of the fruit more homogeneously to UV-C light. The reactor,
assembled on a commercial 3-m long roller conveyor, consisted of three low pressure 55-W
mercury-vapour lamps, mounted on an aluminium frame placed 16 cm above the conveyor
belt. Lamps were 5-cm overlapping each other to overcome the loss of power at their ends.
UV-C average power supplied by the lamps at 6 cm above the conveyor belt was 5 mW/cm?.
In order to regulate the flow rate and thus the UV-C exposure dose, the speed of the
conveyor belt was set to provide a treatment time from 25 s to 2 min, which yielded a UV-C
light dose from 1.25 to 6.0 kJ/m? respectively. Before every experiment, doses were
calibrated using a photodiode-type sensor, and the speed was set to yield the right dose by
measuring the exposure time with a chronometer.



FIGURE 1: UV-C prototype images showing the gear motor, speed setting device and
position of the lamps.

2.2 Fruit and Treatments

Fruit used in this study were oranges cv. Lanelate (Citrus sinensis L. Osbeck) and hybrid
mandarins cv. Ortanique [C. reticulata Blanco x (C. sinensis x C. reticulata); synonym:
‘Topaz’]. Fruit were collected from commercial orchards in Valencia (Spain) and received no
fungicide treatments or coatings. Prior to each assay, fruit were selected, randomised, rinsed
with fresh water, and allowed to air dry at room temperature.

In order to test the preventive effect of UV-C irradiation against green mould, fruit were
wounded at two opposite sites on the equatorial zone with a sterilised stainless steel rod with
a probe tip 1-mm wide and 2-mm long. Thereafter, ‘Lanelate’ oranges were treated with 5
kJ/m? UV-C and ‘Ortanique’ mandarins with 2.5 or 5 kJ/m? and then stored at 20°C and 80%
RH for 6 days. According to previous preliminary tests and other workers (Kuniga et al,
20086), this is the time when the maximum induction of antifungal scoparone occurs in citrus
fruit after being UV-C stimulated. P. digitatum isolate NAV-7, obtained from a decayed
orange from the Valencia area, was grown on PDA in petri dishes at 25°C for 7 to 14 days. A
conidial suspension was prepared in Tween 80 (0.05% w/v) in sterile distilled water, the
concentration determined with a hemacytometer and diluted to a concentration of 10® and
10* spores/ml for ‘Lanelate’ oranges and ‘Ortanique’ mandarins, respectively. Fruit were
inoculated by immersing the above described rod in the spore suspension and then
introducing the tip in the same wound. Fruit were then stored at 20°C and 80% RH, and after
3 and 7 days the number of decayed fruit (incidence, %), sporulated fruit (sporulation, %),
and disease lesion diameter (severity, mm) were assessed. In every experiment, four
replicates of ten fruit each were used for each treatment.

2.3 Statistical Analysis

Data on incidence and sporulation was arcsine transformed. Only symptomatic infected fruit
were considered for disease severity assessment. One-way analyses of variance (ANOVA)
were performed using Statgraphics Plus 4.1 (Manugistics, Inc., Rockville, MD, USA) with
disease incidence, sporulation, or severity data as dependent variables and treatment as
factor. Where appropriate, means were separated by Fisher's Protected LSD test (P=0.05).

3. Results

Results of the experiments with ‘Lanelate’ oranges and ‘Ortanique’ mandarins are shown on
Table 1 and Figure 2, respectively.



TABLE 1: Incidence, sporulation and severity of green mould on ‘Lanelate’ oranges treated
with 5 kJ/m? UV-C irradiation, artificially inoculated 6 days later with Penicillium digitatum (10°
spores/ml), and incubated for 3 and 7 days at 20°C after inoculation. Different letters denote
significant differences among means within each column according to LSD test (P<0.05).

Incidence (%) Sporulation (%) Severity (mm)
Treatment

3 days 7 days 3 days 7 days 3 days 7 days
Control 82,5 a 95 a 67,5 a 82,5 a 949 a 115,8 a

UV-C 5 kJim? 30 b 55 b 20 b 45 b 96,6 a 110,2 a
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FIGURE 2: Incidence, sporulation and severity of green mould on ‘Ortanique’ hybrid
mandarins treated with 2.5 or 5 kJ/m? UV-C irradiation, artificially inoculated 6 days later with
Penicillium digitatum (10* spores/ml), and incubated for 7 days at 20°C after inoculation.
Different letters denote significant differences among means within each group of columns
according to LSD test (P<0.05).



4. Discussion

The experimental design in this study was based on results from previous unpublished and
published research (Adrados et al, 2009). It was observed that for ‘Lanelate’ oranges and
‘Ortanique’ mandarins, UV-C irradiation doses over 5 kJ/m? were harmful and increased fruit
susceptibility to green mould. On ‘Lanelate’ oranges, UV-C irradiation at 5 kJ/m? applied 6
days before inoculation was effective to prevent green mould, since this treatment
significantly reduced the incidence and sporulation rates on treated fruit compared to control
fruit. Nevertheless, disease severity was not significantly affected by the treatments. On the
other hand, green mould prevention was higher on ‘Ortanique’ mandarins treated with 2.5
kJ/m? than on mandarins treated with 5 kJ/m% In this case, although no significant
differences were found between doses, only the lower irradiation dose significantly reduced
the incidence of green mould compared to control fruit. UV-C irradiation at 5 kJ/m? might
cause some unnoticeable damage to fruit skin that can counteract the potential protective
effects of UV-C treatment against green mould.

As described by other authors (Ben-Yehoshua et al., 1992; Droby et al., 1993), the synthesis
of phytoalexins such as scoparone induced by UV-C light increases up to certain threshold
and then decreases. The time elapsed until a maximum induction level is achieved, the
amount of phytoalexins, and whether this amount is high enough to prevent disease
development depend on treatment conditions (dose, time between treatment and fungal
infection), pathogen (species, strain, inoculum density) and host fruit (species, cultivar, fruit
physical and physiological condition). This variability explains the importance of testing the
performance of UV-C treatments for every particular case in order to establish the optimum
commercial treatment conditions.

In this study, UV-C light at 2.5 and 5 kJ/m? applied to ‘Ortanique’ and ‘Lanelate’ citrus fruit,
respectively, prevented green mould sufficiently to be considered as part of a strategy to
substitute or reduce the use of conventional synthetic fungicides for the control of
postharvest diseases.
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Los fungicidas utilizados para el tratamiento poscosecha de citricos, Jl El objetivo de este trabajo, ha sido determinar en varios prototipos, la
son considerados a menudo un riesgo para los consumidores y para jldosis mas adecuada de UV-C para el control del moho verde; la
el medio ambiente. Las alternativas simples y combinadas, que no Jlenfermedad méas importante en la poscosecha de citricos. Se han
dejan residuo en la fruta; son cada vez mas demandadas. realizado ensayos en varias variedades de naranjas y mandarinas,
como la 'Lanelate' y 'Ortanique’, en varias campafias (2.008-11)

MATERIALES Y METODOS

Se realiza una herida a la
fruta, utilizando un punzén \ - o AImacenac!a
(de 2 mm long x 1 mm ancho) _ 4 durante 6 dias
A20°C y 80% HR

L

(___( D)

B . Inaculacion de Penicillium

Tratamiento preventivo : digitatum sobre las heridas

con luz UV-C existentes.

2.5 0 5 kJ/m? (Mandarinas Ortanique) 9 . 3 q - 10 esporas/ml en M. Ortanique
5 kJjm? (Naranjas Lanelate) Figura 1: Imagenes de los tres prototipos utilizados. En los dos 103 esporas/ml en N. Lanelate

Testigo , 4 repeticiones de 10 frutos por | PTiMeros, la fruta permanece fija. En el ultimo la fruta gira y se desplaza
tratamiento | @ través de una rulada; con tiempos de aplicacion de entre 30 segundos

y 2 minutos. El primer prototipo suministra potencias UV-C de hasta 30

mW s/cm?, y los dos restantes potencias UV-C de hasta 10 mW s/cmZ.

e

Andlisis estadistico Evaluacién de la
ANOVA (Statgraphics Plus4.1) enfermedad: Almacenada entre 3

Nivel de significacién LSD. Cantidad de podrido (incidencia, %) y 7 dias

Frutos esporulados (esporulacion, %) A20°Cy80% HR
Diametro podredumbre (severidad , mm)

RESULTADOS

Table 1. Prototipo 3 Incidencia, esporulacion y severidad de moho verde en N. Lanelate, tratadas
con irradiacion de 5 kJ/m2 UV-C, inoculadas 6 dias después con Penicillium digitatum (103
espores/ml), e incubadas entre 3 y 7 dias a 20°C después de la inoculacién. Diferentes letras,
indican diferencias significativas entre medias en cada columna, segtin LSD test (P < 0. 05)
Incidence (%) Sporulation (%) Severity (mm)
3 days 7 days (%) 3 days 7 days 3 days 7 days
Control 825 a 9% a 67,5 a 82,5 a 949 a 1158 a

U-C5kim*> 30D 55 b 20 b 45 b 96,6 a 110,2 a

Treatment

Figure 2. Figura 2. Prototipo 3 Incidencia, esporulacién y severidad del moho verde en M. Ortanique
tratada con irradiacion UV-C de 2.5 o 5 kJ/m? inoculadas artificialmente con Penicillium digitatum
(10* esporas/ml) , 6 dias después , y incubadas durante 7 dias a 20°C. Diferentes letras, indican

diferencias significativas entre medias en cada columna, segun LSD test ( P < 0.05).

CONCLUSIONES

Se han realizado tanto tratamientos preventivos como curativos con los distintos prototipos y a lo largo de las campanas (2008-11). Mediante
irradiacion con distintas dosis de UV-C. En este estudio con el prototipo 3, mostramos el mejor tratamiento preventivo obtenido. Dosis de UV-C a
2.5 0 5 kJ/m? aplicadas respectivamente a M. Ortanique y N. Lanelate, inhiben suficientemente el desarrollo del moho verde y pueden ser
considerados como parte de la estrategia de sustituir o reducir el uso de fungicidas para su control en la poscosecha de citricos.
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