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Resumen

El cultivo del manzano en Uruguay representa la fruta de hoja caduca de mayor
importancia. Se estima que en nuestro pais, el 41,4% de la produccion de frutales
de hoja caduca se pierde en poscosecha. Esto se traduce en pérdidas econémicas
estimadas en el entorno de los 32 millones de délares al afio.

Las podredumbres causadas por hongos constituyen la principal problematica de
la proteccidn en la etapa de poscosecha de las manzanas. De ellas se destacan
las podredumbres ocasionadas por hongos patdgenos de heridas. Las mas
importantes son el moho azul ocasionado principalmente por Penicillium
expansum, el moho gris ocasionado por Boftrytis cinerea y la podredumbre por
Alternaria spp.

El control de estos patégenos se ve limitado debido a las restricciones existentes
al uso de fungicidas, a la falta de efectividad de los mismos y a la aparicion de
cepas de los patdgenos resistentes a los escasos principios activos autorizados.
A su vez, el uso de fungicidas se restringe cada vez mas por razones toxicolégicas,
problemas de aceptacion por parte de los mercados compradores y del propio
consumidor.

Las normas de Produccién Integrada de nuestro pais indican que el proceso de
tratamiento poscosecha incluye un primer bafo de desinfectante seguido por un
tratamiento con fungicidas para las manzanas que recibiran un almacenamiento
prolongado en camara (mas de 3 meses). El desinfectante mas comunmente
utilizado es el hipoclorito de sodio y el uso de este ha sido cuestionado por la gran
dependencia que existe entre el pH de la solucién y la actividad antimicrobiana.
El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad de desinfectantes alternativos
al hipoclorito para su uso sobre manzanas, la busqueda de alternativas quimicas
y fisicas al uso de fungicidas en poscosecha para la reduccién del desarrollo de

Penicillum expansum en manzanas.
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1 Introduccion

1.1 Situacién de la produccién de manzana en Uruguay

En Uruguay, la produccién de manzana es la de mayor importancia dentro de los arboles
de hoja caduca. El cultivo de manzano ocupa la mayor superficie plantada (2275 ha)
alcanzando el mayor volumen de cosecha (42322 t) dentro de los arboles de hoja
caduca, representando el 58% de la produccion total de este tipo de frutas. Las
variedades que mas se destacan son las Red y Gala, correspondiéndose al 53% y 10%,
respectivamente, del total de variedades de manzanas producidas en Uruguay (MGAP-
DIEA, 2020). El 85,2% de la produccién de manzana se destina a consumo en fresco,
el 8,5% a la industria y el 6,2% a la exportaciéon (MGAP-DIEA, 2016).

En Uruguay, se estima que el 41,4% de la produccion de frutales de hoja caduca se
pierde en poscosecha (FAO, 2017). Esto se traduce en pérdidas econémicas estimadas
en el entorno de los 32 millones de dolares al afio (FAO, 2017). Por estos motivos es de

vital importancia el control de las enfermedades que afectan a la fruta en esta etapa.

1.2 Principales patégenos en poscosecha de manzanas

Las podredumbres ocasionadas por hongos constituyen la principal problematica de la
proteccion en la etapa de poscosecha de las manzanas (Falchi, 2001). A nivel mundial,
las enfermedades fungicas en poscosecha significan pérdidas economicas muy
importantes en la produccion de manzana, las cuales se estiman entre un 30 y 40% de
la produccion en paises en desarrollo, pudiendo llegar en casos extremos hasta el 60%
(Patriarca, 2019). Entre ellas se destacan el moho azul ocasionado principalmente por
Penicillium expansum, el moho gris ocasionado por Botrytis cinerea y la podredumbre
por Alternaria spp. (Leoni y Mondino, 2003; Pianzzola, 2004; Colodner, 2014; Patriarca,
2019).

Penicillium expansum pertenece al Filo Ascomycota. Es un hongo saprofito,
cosmopolita y es el principal causante de las pérdidas por podredumbre en manzanas
durante el almacenamiento poscosecha. Los sintomas iniciales de la infeccion por P.
expansum sobre la fruta son manchas marrén claras y acuosas de borde definido, sobre
las cuales, en condiciones favorables de temperatura y humedad, se forman masas de
esporas de color azulado (Imagen 1) (Carrillo, 2003; Leoni y Mondino, 2003; Silva et al,
2015).
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Imagen 1: Podredumbre de
Penicillium expansum en
manzanas. Extraido de Silveira
2010

P. expansum puede crecer en un rango de temperatura de -3° a 35 °C, aunque su
temperatura optima es de 25 — 26 °C (Corry, 1987; Lacey, 1989). Este rango de
temperatura le permite desarrollarse (aunque mas lentamente) en las camaras
refrigeradas de almacenamiento en donde la temperatura esta en el entorno de 0 °C.
En su ciclo de reproduccién asexual forma conidiéforos en forma de pincel de los cuales
emergen las conidias (esporas), que son estructuras facilmente dispersables tanto por
el aire como por el agua. La infeccion de las manzanas por este hongo se inicia cuando
las esporas se ponen en contacto con aberturas naturales (lenticelas) o con las heridas
ocasionadas por la manipulacion de la fruta durante y después de la cosecha. Las
conidias pueden provenir del campo o estar presentes en el aire de las camaras de frio,
en el agua de los bafios de la fruta o adheridas a los cajones infectados por cosechas
anteriores. Si bien P. expansum se encuentra en la mayoria de los suelos en donde se
cultiva manzana, no es comun que la enfermedad se desarrolle en el campo previo a la
cosecha (Leoni y Mondino, 2003). La susceptibilidad de las manzanas a la infeccion
depende de la variedad de esta fruta y del grado de madurez de las mismas; siendo las
mas susceptibles las pertenecientes a la variedad Red Delicious y las de mayor grado
de madurez (Leoni y Mondino, 2003).

Ademas de ser la principal causa de pérdidas de fruta durante el almacenamiento en las
camaras refrigeradas (Pianzzola et al, 2004), la infeccion por P. expansum tiene como
consecuencia la contaminacion de la fruta infectada con patulina. La patulina es una

micotoxina (producida por el hongo) que se conoce por tener actividad citotoxica,
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genotoxica e inmunotdxica y puede alcanzar niveles inaceptables en la fruta destinada
a procesamiento industrial. La ingesta de esta micotoxina puede causar en humanos
problemas gastrointestinales, nauseas y vomitos (Pianzzola et al, 2004; Lima et al, 2011;
Silva et al, 2015).

Botrytis cinerea es el causante del llamado “moho gris” y el segundo patégeno de
poscosecha mas importante en manzana (Thurechek, 2004). Al igual que P. expansum
es un hongo saprofito que se encuentra comunmente en el suelo y sus esporas se
dispersan también tanto por el aire como por el agua. La infeccion se inicia a través de
las aberturas naturales de las manzanas, de las heridas provocadas en el manejo del
fruto o incluso a través de las estructuras florales, pudiendo quedar en estado de latencia
hasta desarrollarse en la etapa de almacenamiento en frio de la fruta (Benito et al, 2000;
Leoni y Mondino, 2003; Jijakli y Lepoivre, 2004; Elad, 2007). Los sintomas iniciales
causados por la infeccion de este hongo en manzanas son podredumbres marrones
claras, sin bordes definidos y mas firmes que las producidas por P. expansum. A medida
que la infeccidon va en aumento las podredumbres se vuelven mas oscuras y en
condiciones de alta humedad se puede observar en las heridas y lenticelas el micelio
blanco y la esporulacion gris que le da el nombre a la enfermedad (Imagen 2). Sin
embargo, en las camaras de refrigeradas se observa generalmente poca esporulacion.
Ademas también se pueden observar estructuras oscuras denominadas esclerocios.
Los esclerocios son estructuras de resistencia que forma el patégeno ante condiciones
adversas y le permite permacer en latencia hasta que las mismas cambien (Leoni y
Mondino, 2003; Thurechek, 2004). Esta enfermedad se desarrolla mas rapidamente en
almacenamiento en frio que la descripta para P. expansum (Silveira, 2010). La infeccion
por B. cinerea (al igual que la causada por P. expansum) tiene la capacidad de
propagarse de la futa enferma a la sana en el almacenamiento formando los llamados
“nidos” que son cumulos grandes de esporas (Leoni y Mondino, 2003; Jijakli y Lepoivre,
2004; Silveira, 2010).



Imagen 2: Podredumbre causada
por Botrytis cinerea en manzanas.
Extraido de Jijakli y Lepoivre, 2004

Alternaria es un género, al igual que las especies mencionadas anteriormente, saprofito
y cosmopolita. Posee un micelio algodonoso gris verdoso, el cual produce conidiéforos
con conidias septadas. Es capaz de crecer entre 0 y 35°C, aunque su temperatura
Optima de esporulacion es 27°C (Leoni y Mondino, 2003; Carrillo, 2003).

En las manzanas causa podredumbres de color marrén oscuro, firmes con bordes
circulares bien definidos (Imagen 3) que crece lentamente en las camaras refrigeradas
desde la superficie al interior de la fruta pudiendo llegar a tomar toda la fruta. La
manzana puede contraer la infeccion estando aun en la planta, a través de heridas o de
las lenticelas de la fruta estando en el almacenamiento refrigerado (Leoni y Mondino,
2003; Jijakli y Lepoivre, 2004; Silveira, 2010). Las especies de Alternaria también
pueden producir micotoxinas algunas de las cuales son toxicas para mamiferos y aves.
Dentro de las especies mas relevantes en este sentido en manzanas, se encuentra
Alternaria alternata (Leoni y Mondino, 2003; Carrillo, 2003).



Imagen 3: Podredumbre causada
por Alternaria sp. en manzanas.
Extraido de Silveira, 2010

1.3 Formas de control de los patégenos

Los patégenos de poscosecha causan importantes pérdidas y su control se ve limitado
debido a las restricciones existentes al uso de fungicidas, a la falta de efectividad de los
mismos y a la aparicion de cepas de patdgenos resistentes a los escasos principios
activos autorizados (Monteiro et al., 1997; Delgado y Pérez, 1998).

La minimizacion de los dafios en la fruta, asi como la limpieza y sanitizacion de las
superficies de contacto, constituyen practicas fundamentales para disminuir la aparicién
de las diferentes podredumbres en la manzana. A su vez, la sanitizacion del agua de
lavado o volcado de frutas también resulta imprescindible para evitar la contaminacion
cruzada de las misma (Garmendia y Vero, 2006).

Las normas de Produccion Integrada de nuestro pais indican que el proceso de
tratamiento poscosecha incluye un primer bafio de desinfectante seguido por un
tratamiento con fungicidas para las manzanas que recibiran un almacenamiento
prolongado en camara (mas de 3 meses) (Mondino et al., 2018). A la salida de camara
la fruta se vuelca sobre agua para ser luego clasificada y empacada. El agua de volcado
resulta un vehiculo eficiente para la contaminacién cruzada de frutas por lo cual, en
general se agrega un sanitizante para disminuir la carga microbiana. De los
desinfectantes recomendados por las normas de produccion integrada, el hipoclorito de
sodio es el mas comunmente utilizado. Sin embargo, el uso del mismo ha sido

cuestionado por la gran dependencia que existe entre el pH de la solucion y la actividad



antimicrobiana. Ademas, la reaccion del mismo con materia organica puede dar lugar a
la formacion de trihalometanos téxicos (Garmendia y Vero, 2006; Gil et al., 2009).

Con respecto a los fungicidas son soélo tres los principios activos autorizados (Iprodione,
Imazalil y Captan) lo cual dificulta el manejo para evitar la aparicion de cepas de
patégenos resistentes y esto disminuiria su efectividad (Mondino et al., 2018). A su vez,
el uso de fungicidas se restringe cada vez mas por razones toxicologicas, problemas de
aceptacion por parte de los mercados compradores y del propio consumidor. Esto se
debe a que el concepto de calidad de la fruta se ha modificado por parte de los
consumidores donde no se limita solamente al producto en si mismo sino también a
como fue producido y a las posibles consecuencias que los procesos involucrados
pueden generar tanto en la salud como en el medio ambiente (Galvéz, 2006; Lima et al.,
2011).

Por estas razones cada vez mas se estan buscando alternativas a estos tratamientos.
Se plantea como sanitizantes alternativos al hipoclorito el uso del didxido de cloro, el
peroxido de hidrégeno o el acido peracético (Garmendia y Vero, 2006; Gil et al., 2009;
Aguayo et al., 2017; Bridges et al., 2018; De Siqueira et al., 2018; Zoellner et al., 2018).
Ademas, como alternativa al uso de fungicidas se plantean, entre otros, la utilizacion de
tratamientos fisicos, entre los cuales se destacan los tratamientos térmicos (aire o agua
caliente) para erradicar las diferentes enfermedades de poscosecha (Fallik et al., 1995;
Fallik et al., 2001; Fallik, 2004). A su vez, conservantes de alimentos tales como el
benzoato de sodio y el sorbato de potasio, aceptados segun el Reglamento
Bromatoldgico Nacional (Uruguay, 2017), han demostrado tener efectos controladores
de patdgenos del género Penicillium en diferentes frutas (D’Aquino et al., 2013; Fadda
et al., 2015; Zhelifonova et al., 2017). La aplicacién de quitosano también puede
considerarse como un método complementario o alternativo para disminuir las
podredumbres en fruta durante el almacenamiento poscosecha. El quitosano es un
polimero de origen natural derivado de la desacetilacion parcial de la quitina (segundo
polimero natural mas importante del mundo) (Rinaudo, 2006). Es biodegradable y no
toxico (Gutierrez et al., 2018). Tiene propiedades que lo hacen capaz de formar films de
recubrimiento y se ha demostrado su efectividad como antifungico, antibacteriano y
como inductor de la resistencia vegetal al ataque por patdégenos (Rinaudo, 2006; Li et
al., 2015; Gutiérrez et al., 2018).



Cualquiera de estas alternativas al tratamiento actual debe cumplir con el doble requisito
de actuar como protector frente a las infecciones fungicas y a la vez no afectar
negativamente la calidad de la fruta tratada.

Debido al escenario anteriormente expuesto, la busqueda de alternativas al hipoclorito
de sodio como desinfectante y a los fungicidas quimicos como protectores frente a
infecciones fungicas, se presenta como un importante desafio para la generacion de

conocimiento aplicable a la industria fruticola en Uruguay y el mundo.

2 Obijetivos del trabajo

2.1 Objetivo General
El objetivo de este trabajo es estudiar la actividad de desinfectantes alternativos al
hipoclorito de sodio y la busqueda de alternativas quimicas y fisicas al uso de fungicidas

para la reduccién del desarrollo de P. expansum en manzanas luego de la cosecha.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar la accion desinfectante del dioxido de cloro, el diéxido de cloro estabilizado
(solucién de clorito de sodio) y el perdxido de hidrogeno con la accion del hipoclorito de
sodio sobre conidias de P. expansum, en el agua de lavado y sobre manzanas variedad
Red Delicious.

Estudiar el efecto inhibidor del sorbato de potasio, benzoato de sodio y del quitosano
sobre el desarrollo de P. expansum en manzanas variedad Red Delicious.

Evaluar el efecto curativo y preventivo de 2 tratamientos térmicos por inmersién en agua
caliente a 53 °C y 56 °C y 2 tratamientos por curado con aire caliente a 38 °C y 44 °C
sobre heridas inoculadas con P. expansum y su efecto en la calidad de las manzanas

de la misma variedad anteriormente mencionada.



3 Materiales y métodos
A fin de lograr los objetivos planteados se realizaron ensayos in vitro y en fruta que se

detallan a continuacion.

3.1 Ensayos in vitro

En todos los casos los indculos de los patégenos se prepararon de la siguiente forma:
en primer lugar, se obtuvo una suspension de conidias en solucion estéril de Tween 80
al 0,1%, agregando 4 mL de dicha solucién a un tubo conteniendo un cultivo esporulado
del hongo en el medio papa dextrosa agar (PDA) de 4 dias de incubacién a 25 °C. La
suspension se centrifugd y el pellet obtenido se suspendié en agua destilada estéril,
luego de ser lavado una vez, para extraer los restos de Tween.

La concentracion de la suspension se evalu6 en camara de Neubauer y se determiné la

concentracion exacta de conidias viables por recuento en superficie en placa de PDA.

3.1.1 Comparacion del efecto de diferentes desinfectantes sobre
patégenos de manzana

Los desinfectantes estudiados fueron: soluciones de hipoclorito de sodio (25, 50, 100 y
200 ppm); soluciones de diéxido de cloro (1, 2, 3 y 5 ppm); soluciones de didxido de
cloro estabilizado (clorito de sodio) pH=6 (2,5; 5; 10 y 20 ppm) y peroxido de hidrégeno
(0,5; 1 y 3%). Las soluciones de los desinfectantes se prepararon en agua destilada
estéril y se llevaron a pH=6 utilizando solucién esterilizada 0.2 M de HCI.

A su vez, se prepararon suspensiones de conidias P. expansum en agua estéril, de
forma de alcanzar una concentracion de 10° conidias/mL.

Para evaluar la actividad fungicida, se agregaron 50 microlitros de esta suspensién a un
tubo conteniendo 5 mL de la soluciéon desinfectante a evaluar. Como control se utilizé
un tubo de agua destilada estéril, pH=6. Las conidias se dejaron en contacto con el
desinfectante o el agua (control) durante 2 minutos. Pasado ese tiempo, se tomo un
volumen conocido de la suspensién en estudio y se agrego a igual volumen de solucidn
estéril de tiosulfato de sodio (4 g/L), para neutralizar la accion del desinfectante
contenido en la muestra. Luego de 10 minutos se inoculé 0,1 mL de dicha suspension
en placas de PDA para realizar el recuento en superficie. Asi se determind la
concentracion de conidias sobrevivientes luego del tratamiento. Las placas se incubaron
4 dias a 25 °C.
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Todas las evaluaciones se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
el numero de conidias viables por mililitro, calculado como el promedio del recuento de
las repeticiones.

De esta forma se determiné la minima concentracion de cada una de las soluciones
desinfectantes con la cual se lograba una disminucién de la carga microbiana a valores
no detectables. A partir de estos resultados y a modo comparativo, se determiné también
el efecto in vitro de dichas soluciones sobre conidias de B. cinerea y A. alternata,
utilizando la misma metodologia explicada anteriormente.

Todas las cepas utilizadas pertenecen a la coleccion del laboratorio de Microbiologia de
Facultad de Quimica de la UDELAR. Para este trabajo se seleccionaron de dicha

coleccion, cepas con capacidad patogénica probada en heridas de manzana.

3.1.2 Concentracion inhibitoria minima (CIM) de conservadores sobre
patégenos de manzana

Se determind la concentracion minima de sorbato de potasio y benzoato de sodio
necesaria para inhibir la germinacién y el crecimiento de conidias de P. expansum, B.
cinerea y A. alternata. Tubos con 5 mL de jugo de manzana Conaprole, sin
conservantes, (pH=5) conteniendo cuatro diferentes concentraciones de sorbato de
potasio y de benzoato de sodio (30, 125, 500 y 1000 ppm) esterilizados por filtracion
(filtro de 0,2 micras de poro), se inocularon con suspensiones de conidias de forma de
alcanzar una concentracion de 10* conidias/mL de cada patégeno en forma individual.
Se prepararon 3 tubos para cada concentracion de conservante y para cada patdégeno
ensayado.

Se realizé un blanco en jugo de manzana sin conservador para cada patégeno. Todos
los tubos se incubaron a 25 °C durante cuatro dias. Al finalizar el periodo de incubacion
se determind macroscopicamente la presencia o no de crecimiento del micelio del hongo
correspondiente, obteniéndose asi la minima concentracion de cada conservador que

inhibio el crecimiento de cada patogeno.

3.1.3 Concentracion inhibitoria minima de quitosano sobre patégenos de
manzana

Se realizaron ensayos in vitro para determinar la accion del quitosano sobre el
crecimiento de P. expansum, B. cinerea y A. alternata. Para ello se prepararon placas

de PDA y Agar Jugo de manzana (AJM) conteniendo diferentes concentraciones de
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quitosano (1,25%, 1%, 0,5%, 0,25%). Para la preparacion de estos medios la fuente de
quitosano fue el producto comercial Biorend (solucion de quitosano al 2,5%, en la cual
no se especifica el peso molecular ni el grado de desacetilacion del quitosano utilizado).
En el centro de cada placa se sembraron 10 microlitros de suspensiones de conidias de
los mencionados patégenos (10° conidias/mL). Las placas sembradas se incubaron a
25 °C durante 4 dias. Se determiné la concentracion inhibitoria minima de quitosano en
las condiciones del ensayo como la minima concentracion de quitosano que inhibi6 el
crecimiento de cada hongo. Como controles se sembraron placas de PDA y AJM de la

misma manera.

3.2 Ensayos sobre fruta

En base a los resultados obtenidos in vitro se realizaron las pruebas de inhibicién de
crecimiento de patdégenos en manzanas Red Delicious. En todos los casos se
desinfectaron superficialmente las frutas con una solucién de alcohol 70% antes de
realizar los procedimientos que se describen a continuacion. Todas las heridas se
realizaron artificialmente en la zona ecuatorial de manzanas sanas con un punzén que

asegura un diametro de 2 mm y una profundidad de 4 mm.

3.2.1 Evaluacion de desinfectantes en heridas de fruta

Se realizaron ensayos en fruta con heridas inoculadas, para determinar efecto curativo
de diferentes soluciones de desinfectantes. Para ello se inocularon con 10 microlitros de
una suspension de conidias de P. expansum (10* conidias/mL) en las heridas
generadas. Los frutos inoculados se dejaron secar por 2 horas a temperatura ambiente
y luego se sumergieron en las soluciones a ensayar durante 2 minutos. La fruta tratada
se almacend a 25 °C por cuatro dias. Se provocaron 5 heridas por manzana, utilizandose
5 manzanas por tratamiento. Como control se utilizaron manzanas inoculadas y
posteriormente sumergidas en agua en las condiciones descritas anteriormente.

Las soluciones desinfectantes ensayadas fueron las siguientes: hipoclorito de sodio 50
ppm, dioxido de cloro 3 ppm, diéxido de cloro estabilizado (preparado comercial) 10 ppm
y peroxido de hidrégeno 3%. Estas concentraciones fueron las minimas
concentraciones que en los ensayos in vitro evidenciaron una disminucién de la carga a

valores no detectables luego de 2 minutos de exposicion.
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3.2.2 Evaluacién de la accion curativa de diferentes sustancias y
tratamientos fisicos sobre P. expansum en heridas de manzana

3.2.2.1 Conservadores y quitosano

Se realizaron ensayos en fruta con heridas generadas artificialmente, e inoculadas con
conidias de P. expansum, para determinar si los conservadores usados anteriormente
y el quitosano poseen efecto inhibidor del desarrollo del hongo. Se ensayaron soluciones
acuosas de sorbato de potasio y benzoato de sodio de 125 ppm, ajustados a pH=5 (que
fue la concentracion que logré inhibir a P. expansum en los ensayos in vitro). Como
fuente de quitosano se utilizé la formulacion comercial Biorend (2,5% de quitosano)
ajustada a pH=5. Para ello se inocularon con 10 microlitros de una suspension de
conidias de P. expansum (10* conidias/mL) las heridas realizadas artificialmente. Los
frutos inoculados se dejaron secar por 2 horas a temperatura ambiente y luego se
sumergieron en las soluciones a ensayar durante 2 minutos.

Una parte de la fruta tratada se almacené a 25 °C por 4 dias, la otra parte se almacend
en camara fria (0-1 °C y 90-95% HR) durante 3 meses. En el primer caso se utilizaron 5
frutas por tratamiento con 5 heridas por manzana y en el segundo caso 15 frutas por
tratamiento 5 heridas cada una. Como control se utilizaron las mismas cantidades de
manzanas inoculadas y posteriormente sumergidas en agua, se almacenaron en las
mismas condiciones descritas anteriormente para cada caso.

En el caso del quitosano se realizé un ensayo adicional que consistié en inocular las
heridas previamente contaminadas, con 10 microlitros de la solucién comercial de
quitosano. Se utilizaron la misma cantidad de frutas las cuales se almacenaron de la

misma forma que la descripta anteriormente.

3.2.2.2 Tratamientos térmicos
Se determind la eficiencia curativa de tratamientos térmicos utilizando agua caliente y
aire caliente. Se inocularon heridas de manzana con una suspension de conidias de P.
expansum, en la misma forma que la detallada anteriormente, se dejaron secar 2 horas
a temperatura ambiente y se sometieron a los siguientes tratamientos térmicos: a)
Inmersion en agua caliente a 53 °C durante 3 minutos y a 56 °C durante 3 minutos b)
Curado por almacenamiento en estufa a 38°C durante 96 horas y a 44 °C durante 20
horas. Como control se utilizé fruta inoculada sumergida durante 3 minutos en agua fria
en un caso y fruta inoculada, sin curado, en el otro. Se realizaron 5 heridas por manzana,
13



en 15 manzanas distribuidas en grupos de 5 frutos. Luego de los tratamientos las frutas

se almacenaron en camara refrigerada (0-1 °C y 90-95% HR) durante 3 meses.

3.2.3 Evaluacion de la Accién preventiva del quitosano y de tratamientos
fisicos

3.2.3.1 Accion preventiva del quitosano

Se realizaron ensayos en fruta para determinar si el quitosano poseia efecto preventivo.
Se ensayo la misma formulaciéon comercial, con la misma concentracion mencionada
anteriormente. Para ello se les refectué un bafo en la solucion de quitosano a las
manzanas con las heridas realizadas, luego se dejo secar la fruta por 2 horas a
temperatura ambiente y posteriormente se inocularon las heridas con 10 microlitros de
una suspension de conidias de P. expansum (10* conidias/mL).

Para el control se realizé el mismo procedimiento descripto, pero se sustituyd el bafio
en quitosano por un bafio de agua.

Las condiciones de almacenamiento, la cantidad de la fruta utilizada tanto para la prueba
como para el control fueron las mismas que las realizadas para el ensayo del efecto

curativo del quitosano en fruta.

3.2.3.2 Accion preventiva de los tratamientos térmicos

En este caso se realiz6 el mismo procedimiento que para el ensayo del efecto curativo
de los tratamientos térmicos (mismos tiempos, temperaturas, cantidad de heridas por
fruta, cantidad de frutas por ensayo y métodos fisicos) la diferencia radica en que
primero se realizé el tratamiento térmico correspondiente y posteriormente la
inoculacion con la misma concentracion de conidias de P. expansum.

Para los controles se utilizé la misma cantidad de fruta con la misma cantidad de heridas
inoculadas con el patégeno por fruto, pero sin someterlas a ningun tratamiento.

Todos los ensayos y controles se almacenaron en camara refrigerada a 0-1 °C y 90-

95% HR) durante 3 meses, al igual que se menciond anteriormente.
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3.2.4 Estudio de indicadores de calidad y madurez de las manzanas
sometidas a tratamientos térmicos

Para analizar los efectos que tienen los tratamientos térmicos sobre algunos parametros
de la calidad y estado de madurez de las manzanas se evalud la firmeza de la pulpa,
los sélidos solubles totales (SST), la acidez titulable y se realizé el test de yodo en dos
momentos: previo al ingreso a la camara (T0) y luego de 3 meses de almacenamiento
(T3). El disefio experimental consistié en parcelas al azar con tres repeticiones por
tratamiento, con un tamafo de muestra de 10 frutos/repeticion y las condiciones de

refrigeracion fueron las mismas detalladas anteriormente.

3.2.4.1 Determinacién de la firmeza de la pulpa

Se pelaron superficialmente las manzanas sobre la regién ecuatorial y en caras
opuestas, con distinta pigmentacion de la cascara, la zona de sobre-color (mas roja) y
la zona de color de fondo (mas clara). La firmeza fue medida como la resistencia de la
fruta a la presién con un presiondmetro manual tipo Effegi (Effegi, Italia) utilizando una
sonda cilindrica de puntal convexo con 8 mm de diametro, expresando los datos en
Newton (N).

3.2.4.2 Determinacion de los sdlidos solubles totales (SST)

Los SST fueron medidos con una gota de jugo de cada zona pelada de las manzanas
colocado en un refractdometro manual (Atago, Japén) auto-compensado por temperatura

siendo los valores expresados en grados Brix (°Brix).

3.2.4.3 Determinacion de la Acidez titulable total

Se cortaron las manzanas por el plano ecuatorial, una de las mitades se reservo para
realizar la determinacion de la madurez mediante el test de yodo. Con la otra mitad se
preparo jugo con una juguera doméstica. El jugo se puso en dos vasos de bohemia (10
mL en cada uno) y se les agregé 3 gotas del reactivo fenolftaleina al 1% y por ultimo se
lo titul6 con NaOH 0,1 N. Los valores se expresaron en gramos de acido malico cada

100 mL de jugo (g acido malico/100 mL de jugo).

3.2.4.4 Determinacion del estado de madurez de la fruta utilizando el Test de
yodo

Las mitades se colocaron con la cara del corte hacia abajo en una bandeja con
aproximadamente 1 cm de alto de una solucién de yodo (1,2% de yodo metalico y 2,4%

de yoduro potasico). Luego de pasado 1 minuto se retiraron y se colocaron sobre papel
15



con la cara tefida expuesta hacia arriba durante diez minutos. Una vez transcurrido el
tiempo se les asignaron numeros del 1 al 6 segun la tincién que presentaba la pulpa
indicando fruta inmadura (1) y sobremadura (6) de acuerdo con la escala de madurez

de las manzanas rojas descripta por Feippe (2003) (Anexo 1).

3.3 Anadlisis estadistico

En los ensayos in vitro sobre la accion de diferentes desinfectantes sobre P. expansum
se calculd la concentracion media de supervivientes y se determiné el intervalo de
confianza para cada tratamiento. Los datos fueron sometidos a analisis de varianza y
las medias se compararon mediante Tukey (p< 0,05). El analisis estadistico de la
incidencia de dafo por P. expansum en fruta sometida a tratamientos térmicos o tratada
con quitosano se realizé a través del modelo lineal generalizado asumiendo una
distribucion binomial y utilizando la funcién logit. Los tratamientos fueron comparados
utilizando el test DGC con un nivel de significancia de 0,05. Para estos analisis se
empleod el software InfoStat (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina, 2009).

Los datos obtenidos en cada variable de los atributos de calidad y estado de madurez
de la fruta se analizaron estadisticamente mediante un Modelo Lineal Generalizado
(GLM), realizando un andlisis de varianza, y cuando correspondié se compararon las
medias utilizando el test de Tukey (p< 0,05). El software utilizado fue el mismo
mencionado anteriormente. Las medias de cada variable se presentan con los desvios

estandar de cada tratamiento.
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4 Resultados
4.1 Ensayos in vitro

4.1.1 Comparacioén del efecto fungicida de diferentes desinfectantes

Los Graficos 1 a, b, c y d muestran el logaritmo de conidias viables de P. expansum, en
funcion de la concentracion de los diferentes desinfectantes, luego de 2 minutos de
contacto.

El peroxido de hidrégeno al 3% tuvo la misma actividad desinfectante que 50 ppm de
hipoclorito (pH=6), 3 ppm de diéxido de cloro y 10 ppm de diéxido de cloro estabilizado
(pH=6). Cuando las conidias de A. alternata y B. cinerea fueron sometidas a las mismas
condiciones descriptas (iguales concentraciones de cada uno de los desinfectantes e
igual tiempo) se observé la inhibicion del crecimiento de dichas conidas, a valores no
detectables, en las mismas concentraciones que fueron inhibidas las de P. expansum

para cada desinfectante.
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Grafico 1a: Concentracion de conidias de P. expansum viables promedio luego de 2 minutos de
contacto con hipoclorito de sodio con diferentes concentraciones (0; 25, 50, 100 y 200 ppm). Las
barras corresponden al intervalo de confianza (n=3, a =0,05). Valores seguidos seguidos de la
misma letra no se diferencian estadisticamente (p<0.05)
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Grafico 1b: Numero de conidias de P. expansum viables promedio luego de 2 minutos de
contacto con diéxido de cloro con diferentes concentraciones (0; 1; 2; 3 y 5 ppm). Las barras
corresponden al intervalo de confianza de (n= 3, a =0,05). Valores seguidas seguidos de la
misma letra no se diferencian estadisticamente (p<0.05)
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Grafico 1c: Numero de conidias de P. expansum viables promedio luego de 2 minutos de
contacto con dioxido de cloro estabilizado con diferentes concentraciones (0; 2,5; 5; 10 y 20
ppm). Las barras corresponden al intervalo de confianza (n=3, a =0,05). Valores seguidas
seguidos de la misma letra no se diferencian estadisticamente (p<0.05)
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Figura 1d: Numero de conidias de P. expansum viables promedio luego de 2 minutos de
contacto con peroxido de hidrégeno con diferentes concentraciones (0; 0,5; 1y 3 %). Las
barras corresponden al intervalo de confianza (n=3, a =0.05). Valores seguidas seguidos de

la misma letra no se diferencian estadisticamente (p<0.05)

4.1.2 Concentracion inhibitoria minima (CIM) de conservadores

La concentracion de sorbato de potasio que logré inhibir in vitro a los tres patégenos fue
de 125 ppm, en cambio el benzoato de sodio tuvo diferente efecto en los diferentes
hongos ensayados. La CIM para P. expansum fue de 125 ppm, sin embargo, A. alternata

y B. cinerea se inhibieron con todas las concentraciones ensayadas. Los resultados se

muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1

Presencia (+) y ausencia (-) de crecimiento fingico en jugo de manzana con agregado de
concentraciones de Sorbato de potasio (30, 125, 500 y 1000 ppm).

Concentraciones de Sorbato de potasio ensayadas

30 ppm 125 ppm 500 ppm 1000 ppm
Penicillium
+ - - -
expansum
Alternaria
+ - - -
alternata
Botrytis
ry + ) . .
cinerea

H




30 ppm

Tabla 2

125 ppm

500 ppm

Presencia (+) y ausencia (-) de crecimiento fungico en jugo de manzana en con agregado
de concentraciones de Benzoato de sodio (30, 125, 500 y 1000 ppm).

Concentraciones de Benzoato de sodio ensayadas

1000 ppm

Penicillium

expansum

+

Alternaria

alternata

Botrytis

cinerea

4.1.3 Concentracidn inhibitoria minima (CIM) de quitosano

Los resultados de los ensayos in vitro demostraron que la concentracién minima de

quitosano capaz de inhibir el crecimiento de los tres patdégenos es diferente en PDA y
en Agar Jugo de manzana (AJM). La inhibicién en este ultimo medio resulté mayor que

en PDA. De esta forma la CIM en AJM que se muestra en la Imagen 4a fue menor o

igual a 0,25% (concentracion mas baja evaluada), mientras que en PDA la CIM fue de

0,5% (Imagen 4b). Las CIM para A. alternata y B. cinerea no mostraron diferencias con

los resultados obtenidos para P. expansum.
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Imagen 4a: Arriba: Penicillium expansum en Agar Jugo de
Manzana (AJM) con 1%, 0,5% y 0,25% de quitosano de
izquierda a derecha. Abajo: Penicillium expansum en AJM
sin quitosano.

Imagen 4b: Arriba: Penicillium expansum en PDA con
0,25%, 0,5% y 1% de quitosano de izquierda a derecha.
Abajo: Penicillium expansum en AJM conteniendo las
mismas concentraciones de quitosano
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4.2 Ensayos sobre fruta

4.2.1 Accion curativa de desinfectantes

A pesar de los buenos resultados obtenidos in vitro, ninguno de los desinfectantes
ensayados fue capaz de tener accién curativa en heridas previamente infectadas como
se muestra en la Imagen 5. El 100% de las heridas tratadas con desinfectantes
evidenci6 sintomas de podredumbre en las condiciones del ensayo.

i

£ N

pf(e 27~ 1) « 5

Imagen 5: 100% de sintomas de podredumbre en las
heridas de manzanas tratadas con hipoclorito de sodio 50
ppm, dioxido de cloro 3 ppm, didxido de cloro estabilizado
(preparado comercial) 10 ppm y perdxido de hidrégeno 3%
luego de 5 dias de almacenamiento a 25 °C.

4.2.2 Accion curativa de conservadores y quitosano

El 100% de las heridas inoculadas y sometidas al tratamiento con los conservantes
evidenciaron signos de podredumbre en los periodos de almacenamiento y
temperaturas estudiadas.

Si bien los resultados in vitro del quitosano fueron alentadores, en fruta, al igual que en
los ensayos anteriores, no se evidencio inhibiciéon del patdgeno. El 100% de las heridas
inoculadas sometidas a un tratamiento por inmersion con quitosano evidencié sintomas
de podredumbre, independientemente de la temperatura en las que se almacend. Sin
embargo, cuando el quitosano se inoculd en las heridas directamente, los sintomas de

podredumbre aparecieron solamente en el 20% de las heridas tratadas y almacenadas
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a 0-1 °C durante 3 meses. En las manzanas almacenadas 4 dias a 25 °C el 100% de

las heridas mostraron sintomas de podredumbre.

4.2.3 Accion curativa de tratamientos térmicos

La inmersion en agua caliente no resulté un tratamiento eficiente para curar heridas
previamente inoculadas. EI 100% de las heridas tratadas evidencié sintomas de
podredumbre luego del almacenamiento en frio. Sin embargo, los tratamientos con aire
caliente (curado) resultaron efectivos. Todas las heridas tratadas resultaron protegidas
cuando se someti6 la fruta a un tratamiento a 38 °C durante 4 dias, y s6lo un 1,3%
presentaron sintomas de podredumbre cuando se traté la fruta inoculada con aire
caliente a 44 °C por 20 horas, previo a tres meses de almacenamiento en frio (Imagen
6).

La Tabla 3 resume los resultados de los tratamientos térmicos sobre fruta y sus

resultados como medida curativa en fruta almacenada 3 meses a 0-1°C en camara fria.

PR YS e ﬂ-@“ﬁgfa
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Imagen 6: Manzanas inoculadas con P. expansum expuestas a (1) aire caliente a 44°C durante
20 horas y (2) manzanas inoculadas sin tratar (control), luego de almacenamiento por 3 meses
a 0-1°C en camara fria.

Tabla 3

Incidencia de podredumbre en heridas de fruta inoculadas con P. expansum sometidas a diferentes
tratamientos (efecto curativo). Valores seguidos de la misma letra no se diferencian
estadisticamente (p<0.05)

Tratamiento Heridas con podredumbre (%)
Tratamiento control
Agua caliente 53 °C (3 min.) 100 a 100 a
Agua caliente 56 °C (3 min.) 100 a 100 a
Aire caliente 38°C (96 horas) 0b 95a
Aire caliente 44°C (20 horas) 1,3b 95a
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4.2.4 Accion preventiva del Quitosano

En los que respecta a los ensayos realizados para evaluar la accion preventiva del
quitosano, el 100% de las heridas de la fruta almacenada a 25 °C evidenciaron sintomas
de podredumbre. Sin embargo, cuando la fruta se almacend en camara refrigerada solo
el 8% de las heridas tratadas presentaron signos de podredumbre. Por otra parte el
100% de las heridas de las frutas control desarrollaron la enfermedad, demostrando la
accion preventiva del quitosano en el desarrollo de P. expansum a baja temperatura.

En la Gréfico 2 se muestra una comparativa entre los resultados del tratamiento con
quitosano como curativo vs el tratamiento como preventivo, en heridas de frutas

inoculadas artificialmente con P. expansum y almacenadas 3 meses a 0-1 °C
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Grafico 2: Porcentaje de incidencia de pudricion en manzanas control y tratadas por
inmersion con quitosano en forma curativa y preventiva, luego del almacenados por 3
meses a 0-1 °C en camara refrigerada. Valores seguidas seguidos de la misma letra
no se diferencian estadisticamente (p<0.05).

4.2.5 Accion preventiva de los tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos realizados tanto por inmersion como por “curado” no lograron
causar efectos preventivos, ya que en todos los casos ensayados se obtuvo sintomas
de podredumbre en el 100% de las heridas. En el Grafico 3 se muestra un comparativo
con los resultados obtenidos en los tratamientos térmicos realizados por “curado” tanto

en sus acciones preventivas y curativas.
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Grafico 3: Porcentaje de pudricion en heridas para cada uno de los tratamientos térmicos ensayados
por “curado” y el control correspondiente luego de almacenar las manzanas 3 meses a 0-1°C en
camara refrigerada. Valores seguidos de la misma letra no se diferencian estadisticamente (p<
0,05).

4.3 Estudio de indicadores de calidad y maduracion de las
manzanas sometidas a tratamientos térmicos.

En la Tabla 4 y 5 se muestran los resultados de los analisis de calidad de las
manzanas luego de los tratamientos térmicos evaluados previo al ingreso a la camara
(TO) y luego de los 3 meses de almacenamiento (T3). Inmediato a los tratamientos
térmicos (TO) se evidencia que las frutas tratadas a 38 °C durante 4 dias y 44 °C 20
h presentaron un estado mas avanzado como se observa claramente en los
resultados del test de yodo. A los 3 meses de almacenamiento (T3) el tratamiento a
38 °C durante 4 dias determiné mayor madurez que 44 °C 20 h. Sin embargo, éste
fue el unico tratamiento que al inicio (TO) tuvo una firmeza de pulpa menor respecto
al tratamiento testigo. Luego de los 3 meses de almacenamiento el testigo mostrd
una firmeza superior que el resto de los tratamientos térmicos (Tabla 5). En lo relativo
a la acidez titulable y a los SST para el tratamiento de 38 °C y 44 °C se registraron
resultados estadisticamente comparables con los testigos, previo (T0) y después de
tres meses de almacenamiento refrigerado (T3). Por su parte, a los 3 meses de
almacenamiento (T3) los tratamientos por inmersién durante 3 min en agua caliente
(53 °C 6 56 °C) se observo similar estado de madurez (test de yodo), contenido de

SST y acidez titulable, y menor firmeza que el testigo.
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Acidez titulable, Solidos Solubles Totales (SST), Firmeza y Test de Yodo en los diferentes
tratamientos térmicos previo al almacenamiento en camara (T0). Media + desvio estandar.

Tabla 4

Tratamiento SST (°Brix) Firmeza (N) E:;;;:‘;oa 6 l::ii;iizﬁl/l;?)glren?jugo)
Testigo 159 £+ 0,63b 551 + 6,1a 34+0,73b 0,253 +0,083 ab
38°C 96 h 15,7 £+1,25b 555 + 54a 44+0,53 a 0,228 10,033 b
44°C 20 h 16,1 £+0,79ab 479 + 8,0b 4,7+0,57 a 0,216 £0,023 b
53°C 3 min 168 +113 a 544 + 6,5a 3,8+0,63b 0,312 10,014 a
56°C 3 min 16,0 £1,32b 56,2 + 6,4a 3,8+0,68b 0,303 £0,011 a

Valor p 0,0025 <0,0001 <0,0001 <0,0001

CV (%) 6,4 11,8 15,6 19,8

Medias seguidas de la misma letra, dentro de la misma columna, no se diferencian estadisticamente

Tabla 5
Acidez titulable, Solidos Solubles Totales (SST), Firmeza y Test de Yodo en los diferentes tratamientos

térmicos luego del almacenamiento en camara (T3). Media + desvio estandar.

Tratamiento SST (°Brix)  Firmeza (N) {l:?ss:aylgic-,G) Ant;‘;clilizo;;tgtl)agf j(ggij-
Testigo 16,1+ 0,16 ab 58,8+ 1,3a 49+0,1bc 0,1742 £ 0,0024 a
38°C 96 h 16,2 £ 0,19 ab 51,9+ 1,1bc 55+0,1a 0,1642 £ 0,0034 ab
44°C 20 h 15,8 +0,16 b 484+15¢c 45+01c 0,1496 £ 0,0014 b
53°C 3 min 16,8 £ 0,22 a 50,4 £ 0,9 bc 52+0,1ab 0,1731 £ 0,0044 a
56°C 3 min 16,6 £ 0,17 a 53,3+£09b 47+01c 0,1653 £ 0,0051 a

Valor p 0,0125 <0,0001 <0,0001 0,0004

CV % 6,03 11,48 9,91 5,32

Medias seguidas de la misma letra, dentro de la misma columna, no se diferencian estadisticamente
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5 Discusion

Este trabajo se centrd en ensayar diferentes tratamientos para las manzanas previo al
almacenamiento poscosecha de forma de reducir las pérdidas causadas por patégenos
fungicos, en especial P. expansum, sin recurrir al uso de fungicidas.

Se ensayd la accion de diferentes desinfectantes sobre los patégenos que mas
frecuentemente causan dafios en la fruta en esta etapa.

Se obtuvo la misma accién fungicida para el hipoclorito de sodio 50 ppm a pH= 6
(desinfectante recomendado por las normas de produccion integrada) que para una
solucioén acuosa de diéxido de cloro 3ppm (pH=6), y para las soluciones de dioxido de
cloro estabilizado (10 ppm, pH=6) y de perdxido de hidrogeno 3%. En los cuatro casos
se constato la capacidad de destruir conidias de los patégenos de manzana ensayados
(P. expansum, B. cinerea y A. alternata) en soluciéon acuosa. Sin embargo, ninguno de
los desinfectantes fue capaz de impedir el desarrollo de estos hongos en heridas
previamente inoculadas, es decir no se obtuvo efecto curativo. Este resultado podria
deberse a problemas de penetracion del desinfectante en las heridas o a una
disminucion de la concentracion en el sitio de accidn por reaccién con los tejidos de la
herida, ya que se trata de desinfectantes oxidantes que reaccionan, justamente,
oxidando materia organica.

El uso de cualquiera de estos desinfectantes en la linea de empaque seria un buen
sustituto del hipoclorito de sodio. Estas alternativas tienen ventajas frente al hipoclorito
de sodio por ejemplo, no producen residuos téxicos y tienen un rango de efectividad
menos dependiente del pH. La utilizacion de estos desinfectantes evitaria la
contaminacién cruzada de frutas sanas con conidias de patégeno que pudieran pasar al
agua proveniente de frutas infectadas, pero no impediria que manzanas ya infectadas
desarrollaran la pudricién durante el almacenamiento.

Estudios como el de Zhang y Fu (2018) muestran que utilizando didxido de cloro en
manzanas con heridas inoculadas con P. expansum, en concentraciones de 50 mg/L
solo se logré un 10% aproximadamente de reduccién del diametro de pudricion de las
heridas respecto al control y recién a una concentracion de 200 mg/L se logré obtener
un 48% de reduccion. Este ensayo evidencio que para lograr tener efectos curativos
significativos en la fruta se necesitan concentraciones de didoxido de cloro mucho

mayores a las testeadas en este ensayo.
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En esta linea se han estudiado diversos mecanismos de desinfeccion superficial para
frutas y hortalizas tanto con componentes quimicos como fisicos. Algunos estudios han
investigado el efecto con ozono, acido peracético, rayos gamma, técnicas ultrasoénicas,
rayos UV, agua electrolizada entre otros (Gil et al., 2009; Feliziani et al., 2016; Aguayo
et al., 2017; De Siqueira et al., 2018). Se obtuvieron resultados prometedores pero la
utilizacién de las mismas a nivel de la linea de empaquetado y su eficiencia dependera
del tipo de fruta u hortaliza que se trate, ya que algunos tratamientos podrian alterar la
calidad de los mismos. Por otra parte, la implementacion de algunas de estas
tecnologias dependera de la posibilidad econémica de cada establecimiento. Desde ese
punto de vista los compuestos ensayados en este trabajo tienen la gran ventaja que son
de facil implementacion y de bajo costo.

En cuanto al estudio para utilizar conservadores de alimentos como el benzoato de sodio
y sorbato de potasio para prevenir las podredumbres en poscosecha, no se obtuvieron
resultados curativos en bafio para fruta inoculada con P. expansum independientemente
de la temperatura a la que se almacenara la fruta. Hay diferentes estudios que analizan
el efecto de estos conservantes en hongos. El estudio de Fadda et al. (2015) no logra
la inhibicién total del P. expansum en placas de PDA con concentraciones de hasta 2000
ppm de sorbato de potasio. Esta diferencia con respecto a los resultados aqui
presentados se puede deber a la variacidon del medio de cultivo utilizado, cuya
interaccion con el producto quimico puede influir en el desarrollo del patégeno. En un
medio liquido el contacto del conservante con las conidias es mayor que en un medio
sélido. Por otro lado, el trabajo mencionado no sefiala a que pH se utilizé la solucion del
conservante el cual tiene un conocido efecto sobre la accion del mismo. Los acidos
organicos, tales como el sorbico o benzoico se aplican como sales de sodio o potasio,
pero son activos en su forma no disociada, ya que es de esa forma que pueden ingresar
al interior celular del microorganismo a controlar. Por ello, para lograr actividad
antimicrobiana, deben ser utilizados en soluciones que tengan un pH cercano o inferior
al pKa del conservador. En el caso del acido soérbico el pKa es de 4.8 por lo cual a pH
inferior o cercano a 5 (como el utilizado en este trabajo) tiene incidencia sobre el
crecimiento de los hongos (Rivas, 2018). En el caso de Zhelifonova et al. (2017) se
estudio el efecto tanto del benzoato de sodio como el del sorbato de potasio sobre el
crecimiento de 3 especies diferentes del género Penicillium en medio solido a pH= 5.4,
obteniéndose inhibicion a concentraciones superiores a 500 ppm para ambos
conservantes. A pesar de los resultados que Fadda et al. (2015) obtuvieron in vitro, en

fruta lograron tener algun efecto curativo disminuyendo al 43% la pudricion en una
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variedad de manzana y al 68,3% en otra con respecto a los controles. Aqui hay varios
puntos que se pueden considerar. Primeramente en la fruta se utilizé una concentracion
de 1% de sorbato de potasio, concentracion 80% mayor que la utilizada en este trabajo.
Otro punto a tener en cuenta es que el conservante se inocul6 directamente en la herida
por lo que también puede existir un factor de penetracion del conservante a la herida
como se menciond anteriormente en el caso de los desinfectantes. Por ultimo, se
evidencia como la variedad de las manzanas, debido a su variabilidad biolégica, que
incluye variacion en el pH de la pulpa, influyen notoriamente en los resultados obtenidos
para un mismo tratamiento. Cabe destacar que las variedades utilizadas por el autor no
son Red Delicious.

Como un estudio a futuro para indagar mas sobre la accion de los conservantes y su
posible aplicacion directamente en el almacenamiento, se podria realizar la misma
prueba con al menos 2 variedades diferentes de manzanas de importancia econémica
en nuestro pais y con concentraciones de conservantes cercanas las utilizadas por
Fadda et al. (2015). Si bien no existe un limite maximo para la cantidad de estos
conservantes sobre fruta en el Reglamento Bromatoldgico Nacional (RBN), existen
valores maximos admisibles en pulpa de fruta. Por ello seria importante, luego del
tratamiento, determinar la cantidad de conservantes que queda sobre la fruta, de forma
tal que no se supere la concentracion admitida por el RBN por gramo de pulpa de fruta,
en caso de que la fruta fuera consumida directamente sin lavar.

Ademas, se podrian realizar los ensayos en fruta para B. cinerea y A. alternata a modo
comparativo, ya que en los resultados in vitro los mismos fueron inhibidos en casi todas
las concentraciones ensayadas.

Para quitosano se realizaron pruebas de inhibicion de los hongos patégenos, tanto in
vitro como en fruta y en éstas Ultimas se quiso evaluar no sélo su efecto curativo sino
también su efecto como preventivo de la infeccion.

En cuanto a las pruebas in vitro se observdé una inhibicibn del patdégeno a
concentraciones menores en AJM que en PDA (0,25 y 0,50% respectivamente). Este
resultado reafirma la idea de la accion inhibidora depende de la matriz y sobre del pH
en el cual se da la interaccién con el hongo. El AJM tiene un pH mas bajo que el PDA
por la naturaleza intrinseca mas acida de la manzana que la de la papa (Casaubon et
al., 2018).

En estudios como el de Darolt et al. (2016) se obtuvieron resultados con algunas
diferencias con respecto a los tratamientos con quitosano evaluados en este trabajo.

Ellos analizaron in vitro la inhibiciéon de la germinacion de P. expansum enfrentado a
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concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5 y 1% de quitosano y tuvieron una disminucion de la
germinacion entre el 70 y 80% en las concentraciones evaluadas pero sin diferencias
significativas entre las mismas. En el presente trabajo se logré inhibir completamente el
crecimiento del hongo enfrentado a concentraciones mayores o iguales a 0.5% y 0.25%
en PDA y AJM respectivamente. Esta diferencia entre ambos trabajos podria deberse
a diferencias en el pH de los tratamientos (no mencionado en el trabajo de Darolt et al.,
2016) o a diferencias en el peso molecular y el grado de desacetilacion del quitosano
utilizado, variable desconocida en ambos trabajos. En el estudio de Liu et al. (2007) se
logré la inhibicién del crecimiento del patégeno en PDA a una concentracion del 0,5%
de quitosano exactamente igual como en el presente estudio.

Los resultados de diferentes autores indican que el mecanismo de accion del quitosano
es ampliamente dependiente del tipo de microorganismo y de diferentes factores como
la forma de obtencion del quitosano, peso molecular, grado de desacetilacion, pH, entre
otros (Verlee et al., 2017). Diferentes estudios han sugerido que el grado de
desacetilacion resulté en un incremento en la actividad antifungica. Sin embargo, al igual
que con el peso molecular, el grado de desacetilacién y la actividad antimicrobiana del
quitosano dependen del tipo de hongo (Hongpattarakere y Riyaphan, 2008). Younes et
al. (2014) reportaron que el peso molecular del quitosano tuvo un efecto mas
pronunciado en el control de Fusarium oxysporum, mientras que el grado de
desacetilacion fue mas importante para la actividad antimicrobiana contra Alternaria
solani. A su vez, la actividad antimicrobiana sobre Aspergillus niger no se vio afectada
por el peso molecular o el grado de desacetilacion. De acuerdo a estos antecedentes,
todas estas variables deben tenerse en cuenta al comparar resultados de diferentes
formulaciones de quitosano en el mismo patosistema.

Al realizarse las pruebas sobre fruta se pudo observar la incidencia de diferentes
factores en la efectividad de los tratamientos como son la temperatura de
almacenamiento y la forma de aplicacion del producto.

El quitosano no logré controlar al patdégeno en ninguno de los tratamientos (ni preventivo
ni curativo) ensayados cuando la fruta tratada se almacend a 25 °C. Esto podria deberse
a que se trabajo a la temperatura 6ptima de crecimiento del hongo (Carrillo, 2003) y por
ende presenta una complejidad mayor poder controlarlo por la velocidad de su
desarrollo.

En el caso de los tratamientos curativos la forma de aplicacién del producto fue

determinante a la hora de obtener resultados que detuvieran la infeccion del patdégeno.
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En los tratamientos por inmersion, el quitosano no fue capaz de impedir el crecimiento
del hongo y se registr6 100% de pudricion para ambas temperaturas de
almacenamiento. Estos resultados son congruentes con lo obtenido por el trabajo de
Darolt et al. (2016). Estos autores sumergieron las manzanas, previamente con las
heridas inoculadas con una suspension de P. expansum, en una solucién de 0,5% de
quitosano por diferentes periodos de tiempo y las almacenaron por 12 dias a 25 °C. Los
resultados fueron de 100% de pudricion al igual que en este trabajo en el cual se utilizd
una concentracion mayor de quitosano.

En el presente estudio, el unico caso donde se logré obtener efecto curativo, con solo
un 20% de pudricion en la fruta, fue en el tratamiento en el cual se realizé la aplicacion
directa del quitosano en las heridas y la fruta fue almacenada en camara refrigerada.
Este resultado fortaleceria nuevamente la hipétesis de la dificultad de acceso de las
sustancias inhibitorias al sitio de accion (interior de las heridas), al igual que se plante6
anteriormente.

A la hora de evaluar los resultados obtenidos con quitosano como preventivo de la
infeccion en manzanas los resultados fueron diferentes. Se logré una clara accion
preventiva en las manzanas almacenadas en camara de frio. Este resultado también
coincide con lo publicado por Darolt et al., (2016) quienes habiendo realizado el
tratamiento con una concentracion de 1% de quitosano lograron una reduccion del 24%
de la incidencia del patégeno y 45% de la severidad de la infeccion. Esto demuestra que
el quitosano tiene acciéon preventiva y que la concentracion utilizada influye en la
capacidad protectora de la sustancia.

Nuevamente, la capacidad de penetracion del quitosano aparece como un factor que
influye en la capacidad protectora. Esto quedo verificado con los resultados del estudio
de Darolt et al. (2016) y en de Liu et al. (2007) en donde se ensayaron, para probar el
efecto preventivo, por inoculacién directa en la herida, obteniendo asi con una
concentracion del 1%, 93% de reduccion de la incidencia y 87% de la severidad de la
infeccion en el primer caso y en el segundo estudio una reduccion en el entorno del 40%
aproximadamente de reduccion de la infeccion. Si bien este ultimo estudio esta realizado
en tomate, claramente el factor de penetracién de la sustancia es de relevante
importancia y seria necesario seguir investigandolo mas a fondo. A modo de ejemplo,
se puede intentar hacer pruebas de inmersion en combinacion con agentes tensoactivos
que faciliten la penetracion y/o con concentraciones mayores de quitosano para evaluar
gué concentracion termina efectivamente causando un efecto preventivo en el punto de

accion.
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Estan ampliamente documentados los efectos fungicidas del quitosano en poscosecha
en diferentes frutas y para diferentes patégenos (Liu et al., 2007; Wan et al., 2014; Darolt
et al., 2016; Singh y Sharma, 2018), asi como los posibles mecanismos de accién del
mismo para disminuir las incidencias de la infeccion. Estos mecanismos de accién van
desde una barrera fisica, como la formacién de un film protector por el cual se dificulta
el acceso del patdégeno a los tejidos del huésped; a la induccion de los mecanismos de
resistencia propios de la fruta tal como son la estimulacion de expresion de genes de
resistencia, aumentando la produccion de enzimas tales como: catalasa, peroxidasa,
gluconasa y quitinasa, la produccion de especies reactivas del oxigeno (Li et al., 2015)
y la induccién de la produccion de fitoalexinas que son compuestos con acciones
antimicrobianas (Singh y Sharma, 2018).

Por todos estos antecedentes, el quitosano es una sustancia con muchisimo potencial
y en la cual habria que seguir ahondando en sus posibles formas de introduccion a la
cadena productiva en poscosecha. Ademas posee grandes atributos para la sustitucion
y/o reduccion del uso de los fungicidas. Destacandose principalmente por ser una
sustancia inocua para el consumidor y un compuesto natural (por ende biodegradable)
por lo que no implicaria un alto impacto ambiental a considerar.

Todas estas cualidades cada vez son mas requeridas, tanto por los consumidores como
por los mercados internacionales.

Los tratamientos térmicos en poscosecha poseen varios de los atributos anteriormente
expuestos para el quitosano. Son inocuos, ecolégicamente amigables, no dejan
residuos, de relativo bajo costo y facil aplicacion en la linea de produccién (Fallik, 2004;
Usall et al., 2016). Por estos motivos, han sido ampliamente estudiados como opcion
para poder bajar la incidencia de los patdgenos que atacan la fruta en esta etapa del
ciclo productivo de la misma.

Al analizar los resultados obtenidos en los tratamientos térmicos utilizados en este
trabajo se pueden observar diferentes efectos. En otros trabajos, los tratamientos
realizados por inmersién en agua caliente no fueron efectivos ni de forma preventiva
ni de forma curativa, a pesar de utilizar tiempos y temperaturas que estan dentro de los
rangos recomendados para este tipo de tratamiento (Fallik, 2004; Usall et al., 2016). Sin
embargo, otros estudios han tenido éxito en controlar la infeccion por P. expansum con
tratamientos curativos por inmersiébn en manzanas. En estos expusieron la fruta
10 minutos a 45 °C sin tener consecuencias en la calidad y apariencia de la fruta (Usall,
et al., 2016; Yu et al.,, 2020). Esto podria implicar que la combinacion tiempo-

temperatura utilizada no fue la adecuada en las condiciones intrinsecas de nuestro
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experimento. La combinacién “adecuada” de temperatura-tiempo de exposicion
depende de la conjunciéon de varios factores y cambia en cada caso segun varias
causas. La variedad de manzana y el tamafo de la fruta a tratar son parametros a
considerar. En particular hay variedades como las Deliciosas que son relativamente mas
resistentes al dano térmico por inmersion (Lurie et al., 1998) vy, en general, a mayor
tamano de fruta se admiten mayores tiempos de exposicion. La naturaleza del patégeno
qgue se quiere controlar también debe ser considerada. B. cinerea es mas sensible a las
temperaturas que A. alternata y P. expansum es relativamente resistente a las altas
temperaturas (Schirra et al., 2000). También hay otros factores que se han evidenciado
en estudios realizados para controlar la ocurrencia de P. expansum y Penicillium
digitatum descubriendo que hay una clara incidencia en el éxito del tratamiento entre el
tiempo transcurrido desde la inoculacién y en el que se le realiza el tratamiento de
inmersion térmico. Si el tratamiento se realiza a las 24 horas posteriores a
la inoculacion, el tratamiento reduce la incidencia de la infeccidn, pero si se realiza a
las 2 horas postinoculacion (tal como se realizé en este trabajo) no logra controlar
al patégeno (Usall et al., 2016). A nivel productivo también forma parte de la
“‘combinacién adecuada” la posible rapidez de la aplicacién del tratamiento en la linea
de empaque ya que, por motivos comerciales, cuanto mas rapido sea el tratamiento,
mayor cantidad de fruta se podra tratar en menos tiempo y esto es mejor para el negocio.
Los tratamientos por inmersion en agua caliente, (de poder replicar los resultados
obtenidos por los autores mencionados), serian una buena alternativa de control ya que
debido a que el agua tiene mejor transferencia de calor que el aire, estos tratamientos
llevan menor tiempo de exposicion, y suelen ser mas econdémicos que otros, como por
ejemplo los que consisten en mantener la fruta a determinada temperatura por varios
dias (Schirria et al., 2000; Fallik, 2004; Usall et al., 2016; Kabelitz et al., 2019).

Por otro lado, los excelentes resultados curativos obtenidos en los tratamientos por el
proceso de curado son consistentes con los estudios realizados por Fallik (2003) donde
inoculé manzanas con P. expansum y luego las tratd a 38, 42 y 46°C por 96, 24y 12 h
respectivamente y posteriormente mantuvo las manzanas tratadas 14 dias a 20°C
obteniendo en el primer caso 0% de pudricion y en los otros 2 casos porcentajes de
pudricion menores al 2,5%. En el presente trabajo, luego del tratamiento realizado a
44°C durante 20 h, el porcentaje de pudricién fue del 1,3%, siendo resultados muy

similares.
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El éxito del curado de la fruta a 38 °C por 72 o0 96 h como tratamiento curativo para
controlar la incidencia de P. expansum esta ampliamente descripta y parece ser el
tratamiento mas exitoso (Klein and Lurie, 1992; Lurie et al.,1998; Fallik et al., 2001).
No obstante, con el mismo método estudiado como tratamiento preventivo, no se obtuvo
éxito controlando al patégeno con una prevalencia del 100% de pudricion de los frutos.
Otros estudios como el de Tu et al. (2006), han obtenido resultados diferentes donde
realizaron un tratamiento preventivo por curado en manzanas Red Fuji a 38 °C por 4
dias y luego almacenado 16 semanas a 0 °C y posteriormente 1 semana a 20 °C
logrando una reduccién del 16,67% en la pudricion por P. expansum y un 22,8% en la
reduccion del area de incidencia en el fruto, y con el mismo método, pero como
tratamiento curativo, obtuvo un 100% de efectividad coincidiendo con este trabajo y los
otros mencionados anteriormente.

La diferencia en los resultados obtenidos entre los trabajos con respecto a los
porcentajes de proteccion con tratamientos preventivos podria deberse a la variedad de
manzana utilizada, ya que, como se menciono anteriormente, las variedades Deliciosas
son las mas susceptibles al patégeno (Leoni y Mondino, 2003).

Los mecanismos por los cuales resultan efectivos algunos tratamientos térmicos son
multifactoriales. El calor provoca un desencadenamiento de reacciones metabdlicas en
la fruta que activan los mecanismos de defensa intrinsecos, incrementando la actividad
de diversas enzimas como la catalasa, peroxidasa, glucanasa y quitinasa; y a su vez se
inhibe la sintesis de etileno (hormona responsable de la maduracion de la fruta), entre
otros (Fallik, 2004; Yu et al., 2020). Los tratamientos también pueden incidir en la misma
inactivacion de la germinacion de las esporas y/o desarrollo del micelio del patégeno

que esté presente en el fruto (Fallik et al., 1995; Yu et al., 2020).

Pensando en aplicar los tratamientos curativos en escala productiva, se presenta un
tema fundamental a discutir que es el efecto que los mismos tuvieron en la calidad de
las manzanas.

Todos los tratamientos térmicos realizados tuvieron en mayor o menor medida
incidencia en la calidad y madurez de la fruta. Inmediato a los tratamientos térmicos (T0)
la fruta se observd mas madura (test de yodo), Tabla 4. De los tratamientos que
demostraron tener la capacidad de controlar al patdgeno, el candidato a seguir
investigandolo para implementarlo a escala productiva pareciera ser el de curado a 38
°C durante 96 horas. Ya que fue el que menos afecto la calidad de las frutas, siendo la

firmeza, los SST y la acidez titulable estadisticamente comparables al tratamiento
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testigo, aunque con un mayor grado de madurez (test de yodo). No obstante, el curado
a 44° no obtuvo resultados tan disimiles con el tratamiento a 38 °C en las variables de
calidad de las manzanas, siendo los frutos menos firmes.

Los resultados del presente trabajo se aprecian como razonablemente equiparables con
los obtenidos por Klein y Lurie (1992) en cuanto a lo alcanzado en SST, (si bien los
estudios no son idénticos en cuanto al momento de medicion de indicadores ni variedad
de manzana utilizada), no asi en cuanto a la acidez titulable ni la firmeza para el
tratamiento de 38 °C por 96 h, obteniendo los autores para este ultimo indicador incluso
valores mayores que los testigos. En otros trabajos donde también se evalud la firmeza
de la fruta luego de un tratamiento de 38 °C durante 72 o 96 h y posterior
almacenamiento a 0 °C también se obtuvo mayor firmeza en las frutas tratadas que en
las testigos (Sams et al., 1993; Lurie et al., 1998) e incluso en el trabajo de Kleiny Lurie
(1991) se reporta que las manzanas tratadas mantuvieron la firmeza aun hasta 6 meses
en almacenamiento a 0 °C.

Las causas que pudieran explicar los resultados obtenidos por los autores en relacion a
la firmeza de la pulpa pueden ser de diferentes indoles. Sin embargo los investigadores
sostienen que debido al efecto de la temperatura elevada, las enzimas responsables
de la degradacién de la pared celular se ven afectadas por los tratamientos térmicos
induciendo a una pulpa mas firme (Klein y Lurie, 1991; Pongener et al., 2018). Por otro
lado, también se corroboré que se produce un empaquetamiento mas cercano de las
hebras de pectina, lo que conlleva a frutos que, en algunos casos, mantienen la firmeza
o incluso la aumentan segun otros estudios (Pongener et al., 2018).

En el presente trabajo, tal como se sefalo, los resultados obtenidos no coincidieron con
los recientemente citados respecto a la firmeza. Esto podria explicarse, quiza, en la
variedad de manzanas utilizadas en la bibliografia descripta, ya que cabe destacar que
ninguno de los trabajos mencionados anteriormente se realizé en la variedad Red
Delicious como en este trabajo. Ademas, tal como sefala DeEll et al. (1999), no todas
las variedades de manzanas responden positivamente al tratamiento térmico en cuanto
a la firmeza, sosteniendo por ejemplo que la variedad Mclntosh con tratamiento de 38°
a 40° durante 1 a 3 dias, evidencié una disminucion de la firmeza en relacion al grupo
testigo.

A su vez es interesante sefalar que, mas allad de las divergencias mencionadas, los
datos obtenidos en el presente trabajo son coherentes entre si, correlacionandose una

menor firmeza con un mayor grado de madurez obtenido en el test de yodo.
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Dado que la variedad de manzana se presenta como un factor muy influyente en el
comportamiento de los diferentes tratamientos, seria de relevancia repetir el tratamiento
realizado en el presente trabajo para corroborar esta hipotesis. También se podrian
reproducir las condiciones de los autores citados en la variedad Red Delicious, para
comprobar si el comportamiento reportado para la firmeza también aplicaria en ésta
variedad especifica.

Debido a lo anteriormente expuesto, los tratamientos térmicos tienen un excelente
potencial para controlar patégenos, pero deben ser estudiados a medida ya que su
capacidad de controlar los mismos y no afectar la calidad de la fruta depende de varios
factores como son la tolerancia térmica de la variedad de la fruta, el patégeno que se
quiere controlar, el grado de madurez de la fruta al momento de la cosecha, entre otros
(Lurie et al., 1998).

Como estudio a futuro podrian probarse nuevas combinaciones de tiempo y temperatura
para poder optimizar tiempo-resultados a nivel de la linea productiva para esta variedad

de manzana.

6 Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se pudo determinar que los desinfectantes ensayados resultaron
efectivos en contacto directo con suspensiones de conidias del patégeno. Sin embargo,
no evidenciaron efecto curativo en heridas de manzana inoculadas con el patégeno
cuando la fruta era tratada por inmersién en la solucion desinfectante. De acuerdo con
estos resultados, se puede concluir que el uso de cualquiera de estos desinfectantes en
la linea de empaque evitaria la contaminacion cruzada de frutas sanas, con conidias de
patégeno que pudieran pasar al agua proveniente de frutas infectadas. Esto no impediria
que manzanas ya infectadas desarrollaran la pudricion durante el almacenamiento.
Los conservantes estudiados tampoco tuvieron efecto curativo al ser aplicados como
bafno de fruta. Para el quitosano se demostré que posee un efecto preventivo al aplicarlo
como bario de fruta. Los tratamientos térmicos que utilizan aire caliente resultan muy
prometedores como tratamientos curativos.

Debido a estos resultados se concluye que tanto el quitosano como los tratamientos
térmicos son opciones alentadoras para implementar en la linea de empaque, dado al

potencial demostrado uno como preventivo y otro como curativo en heridas inoculadas.
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Sin embargo, en el caso de los tratamientos térmicos la calidad de la fruta tratada se vio
afectada. A futuro se deberia intentar nuevas combinaciones temperatura-tiempo de
forma de poder optimizar y conseguir un tratamiento curativo que no afectara la calidad
de la fruta. Asi como también se podrian estudiar mas indicadores de la calidad de la
fruta para tener mas cantidad de parametros para comparar y relacionar entre si.
También habria que seguir estudiando el efecto preventivo del quitosano con mayores
concentraciones para obtener mejores resultados.

El enfoque tanto en tratamientos térmicos como en el quitosano es fundamental, dado
gue son tratamientos inocuos para los consumidores, de facil implementacion en la linea

de empaque y relativamente de bajo costo.
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Anexo 1

Test de yodo. Grado de madurez de la fruta, referida a la reaccidén almidéon-yodo, en
una escala de 1-6. Fotografia: Edison Bianchi UTT INIA "Las Brujas". Feippe (2003).

1 corresponde a fruta inmadura y el 6 a fruta sobremadura: 1: totalmente oscuro (todo
almiddn) 2: area del corazén clara 3: bandas claras desde el corazén 4: mitad de la
corteza clara 5: sélo almiddn debajo de la piel 6: toda la pulpa clara (azucar) o libre de

almidén
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