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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABCPE: Area bajo la curva del progreso de

la enfermedad

ACG: acido clorogénico

Al: antes de la inoculacion

AIC: criterio de informacion de Akaike
ANOVA: analisis de la variancia

APG: agar papa glucosado

B: toxicidad en insectos benéficos
BCA: bloques completos aleatorizados
Cs: cosecha

CA: acido cafeico

C: croma

C. toxicidad cronica

Ca: calcio

CAT: catalasa

CGA: &cido clorogénico

cm: centimetros

CMI: concentracion minima inhibitoria
cc/hl: centimetros cubicos por hectolitro
CS: suspensiéon encapsulada

CV: coeficiente de variacion

D: toxicidad en aves

DC: dias de cosecha

DDPF: dias después de plena floracion
DI: dias de inoculacion

DT: toxicidad dérmica

FFCA: fosfito de calcio

EC: endurecimiento de carozo

FV: fruto verde

g: gramos

g/L: gramos por litro

°C: grados celsius

H: herida

H°: angulo de tono

h: hora

ha: hectarea

HR: humedad relativa

H3PO3: &cido fosforoso
H3PO3: acido fosforoso

%I: porcentaje de inhibicion

IA: impacto ambiental

In: inoculaciéon

ISR: resistencia sistémica inducida
K: potasio

L: luminosidad

L: lixiviacién potencial

LSD: minima diferencia significativa
mg/mL: miligramos por mililitro
mm: milimetros

mM: milimolar

mL: mililitros

pL: microlitros

pg/mL: microgramo por mililitro

Hg/gpf: microgramo por gramo de peso
fresco
MIP: Manejo Integrado de Plagas



EF: estado fenolégico

EIQ: Environmental Impact Quotient

ElQc: coeficiente de impacto ambiental a campo

ENS: ensayo

FFK: fosfito de potasio

nm: nanémetro

Na2COa3: carbonato de sodio
Na2MoO4: molibdato de sodio

P: vida media en la superficie vegetal
p: probabilidad

P: fosforo

p.a.: principio activo

PCR: Polymerase Chain Reaction
PC: pasada de cosecha

POD: peroxidasa

PDB: caldo de papa y dextrosa
PPO: polifenoloxidasa

P205: pentafosfato

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PVPP: polivinilpolipirrolidona

MTT: bromuro de 3-(4-5-dimetil-2-tiazol)-2,5

difeniltetrazolium

R: pérdida superficial potencial
rpm: revoluciones por minuto
Rep: repeticion

ROS: Reactive Oxygen Species
S: vida media en el suelo

SAR: Systemic Acquired Resistance
SST: solidos solubles totales
SY. Sistemicidad

Sup: superficie

T: testigo

t: tiempo de incubacién

TDI: tiempo de inoculacion

Tr: tratamiento

T° max: temperatura maxima
T° min: temperatura minima
Tox: toxicidad

UFC: unidades formadoras de colonia

U/mg: unidades de enzima por miligramo

Z: toxicidad en abejas



RESUMEN

“MANEJO DE LA PODREDUMBRE MORENA (Monilinia fructicola) EN DURAZNERO A
TRAVES DEL USO DE FOSFITOS COMO ACTIVADORES DE RESISTENCIA Y SU EFECTO
SOBRE LA CALIDAD POSCOSECHA"

La podredumbre morena causada por Monilinia fructicola (G.Winter) honey es una enfermedad
muy destructiva en cultivos comerciales de frutales de carozo en el mundo y en la Argentina.
Genera pérdidas directas ante la infeccion de flores y podredumbre de frutos en pre y
poscosecha, asi como pérdidas indirectas debidas al alto costo de aplicaciéon de fungicidas
durante el periodo de floracion y de desarrollo de frutos hasta la poscosecha. Tradicionalmente,
el control de enfermedades en cultivos frutales a lo largo del mundo depende del uso de
fungicidas, pero esta practica es cada vez menos aceptable por parte de los consumidores, ya
gue ocasionan dafios al medio ambiente y a la salud humana.

Las nuevas estrategias de manejo incluyen el uso de inductores de resistencia como fosfatos de
potasio, sodio 0 magnesio, fosetil aluminio, acido salicilico, acibenzolar s-metilico, quitosano,
silicato de potasio y fosfitos entre otros.

En el cultivo de duraznero, los tratamientos preventivos con activadores de resistencia, como
fosfitos de potasio y calcio, reducen el crecimiento del patégeno y reducen la susceptibilidad del
hospedante a M. fructicola. Estos activadores, mejoran la calidad post cosecha del fruto. Por lo
tanto, la presente investigacion se llevé a cabo con los siguientes objetivos: 1) Evaluar el efecto
de fosfitos de potasio y calcio sobre el crecimiento y reproduccion de M. fructicola; 2) Determinar
el efecto de los tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la expresion de sintomas frente
a la infeccidn por M. fructicola en distintas etapas del crecimiento del fruto 3) Determinar el efecto
de los tratamientos con fosfitos sobre la expresion de compuestos asociados a mecanismos de
resistencia inducida a M. fructicola, en distintas etapas del crecimiento del fruto y en distintos
cultivares de duraznero; 4) Evaluar el efecto de tratamientos precosecha con fosfitos y fosfitos
en mezcla con fungicidas, sobre el desarrollo poscosecha de podredumbre morenay caracterizar
el efecto de los tratamientos mencionados, sobre parametros de calidad poscosecha de frutos;
5) Evaluar el impacto ambiental de diferentes estrategias de control incluyendo la aplicacion de
fosfitos.

Para evaluar el efecto de fosfitos sobre el crecimiento del patégeno se llevaron a cabo
experimentos in vitro donde se probaron diferentes dosis de fosfito de potasio (FFK: 0,1%, 0,2%
y 0,3%) y de calcio (FFCA: 0,1%, 0,2% y 0,3%). Previamente se aislaron diferentes cepas de M.

fruticola a las que se les hizo estudio molecular mediante PCR. Los fosfitos se evaluaron



mediante el porcentaje de inhibicion del tratamiento respecto al testigo. Para evaluar la
efectividad sobre la germinacién de conidios se utilizé la técnica de microdilucion en caldo, en la
cual se probaron ocho diluciones de ambos fosfitos, un testigo quimico y un testigo con agua. Se
midié la efectividad de los tratamientos sobre la germinacién mediante el porcentaje de inhibicién
de unidades formadoras de colonias.

Para evaluar el efecto de los fosfitos sobre la expresion de sintomas, se cosechd fruta desde un
mes de plena floracién a cosecha en dos cultivares de duraznero, Flordaking y Elegant lady. Una
vez cosechados se los pulverizé con diferentes dosis de fosfitos de potasio y calcio (0,1%, 0,2%
y 0,3%) en laboratorio, y se incluy6é un control negativo tratado con agua. A la mitad de los frutos
se los inoculdé con una suspension de conidios (10° - 10°) de M. fructicola con micropipeta en la
zona de la sutura; mientras que a la otra mitad se le practicé una herida a una profundidad de 2
mm con un punzoén estéril, previo a ser sumergido en la misma solucion de conidios. Las variables
analizadas fueron incidencia y severidad a los 3 y 7 dias de inoculacion, en cada muestreo o
cosecha. Este experimento se repitié con aplicaciones de fosfitos en precosecha (pulverizacion
en planta).

Para evaluar el efecto de los fosfitos sobre la expresion de compuestos asociados a los
mecanismos de resistencia se midi6 fenoles totales y acido clorogénico (ACG) en pulpay piel de
ambos cultivares de duraznero en tres estados fenol6gicos: fruto verde (FV), endurecimiento de
carozo (EC) y cosecha (Cs). En las experiencias en las que se extrajeron metabolitos de la piel,
se inocularon los frutos con una suspension de conidios de M. fructicola; y se determiné la
concentracion de los mencionados metabolitos a 6 h de la inoculacién. Se midi6 también
actividad enzimatica polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) en piel de frutos de ambos
cultivares en dos estados fenoldgicos (EC y Cs) a tiempo 0 (sin in6culo) y a 6, 24 y 48 h de
inoculados con una suspension de conidios de M. fructicola. El contenido de fenoles totales y de
ACG se expreso en pg/gpf y las actividades enzimaticas en U/mg proteina.

Se hicieron también experimentos donde se evalué el efecto de los fosfitos solos y en
combinaciéon con fungicidas sobre el desarrollo poscosecha de podredumbre morena y sobre
parametros de calidad poscosecha. Las aplicaciones de los tratamientos se hicieron a 30, 15y 7
dias antes de cosecha. Para esto se midi6 la incidencia y severidad de la enfermedad a 3y 7
dias de cosechado. También se cosecharon 20 frutos/tratamiento/repeticion y se les evalué color
con colorimetro midiendo los valores CIE L*a*b* y calculando también los parametros angulo de
tono (H= tan-1(b*a*)) y croma o saturacion (C*= (a*2+b*2)1/2); peso, calibre, firmeza con
penetrometro y solidos solubles totales (SST) con un refractometro.

Finalmente, para evaluar el impacto ambiental de los fosfitos se utilizé el Coeficiente de Impacto



Ambiental (EIQ), bajo tres estrategias fitosanitarias para el control de M. fructicola.

En los experimentos in vitro los fosfitos de potasio (FFK) en sus dosis mas altas (0,2% y 0,3%) y
fosfitos de calcio (FFCA) 0,3% resultaron ser mas efectivos para inhibir el crecimiento del hongo.
Los fosfitos de potasio fueron mas efectivos que los fosfitos de calcio. Las diferentes cepas
respondieron de manera diferente ante los fosfitos. Se encontré una concentracion minima
inhibitoria (CMI) con fosfito de potasio al 0,5%, no asi con el fosfito de calcio. Se requirieron dosis
mas altas de fosfitos para inhibir germinacion de conidios respecto al crecimiento micelial del
hongo.

En la evaluacién de expresion de sintomas, ambos experimentos (poscosecha y precosecha)
arrojaron diferencias significativas entre los diferentes estados de desarrollo del fruto en ambos
cultivares ante la infeccion con M. fructicola. También se manifesté diferencias entre frutos
heridos y no heridos. “Flordaking” presenté mayor predisposicion a enfermarse con podredumbre
morena en estado de cosecha, mientras que esa predisposicion disminuyo al final del periodo de
endurecimiento de carozo. Por otro lado, "Elegant lady” manifest6 un comportamiento mas
variable en la predisposicion a la infeccion. Sin embargo, la susceptibilidad a podredumbre
morena fue elevada en periodo de maduracioén del fruto. En la etapa de endurecimiento de
carozo, fue variable su predisposicion a contraer enfermedad con un pico entre los 73 y 75 dias
después de plena floracion (DDPF), que se repiti6 en los diferentes afios con condiciones
climaticas diferentes. Los fosfitos arrojaron resultados variables en ambos cultivares; sin
embargo, los FFK en sus tres dosis y FFCA 0,3% manifestaron mayor efectividad en “Flordaking”
a finales del periodo de endurecimiento del carozo y durante la etapa de maduracién con valores
de incidencia y severidad entre un 20 y un 15% menos respecto al testigo a 90 y 95 DDPF.
"Elegant lady” manifest6 mayor efectividad de los FFK 0,2%, FFK 0,3% y FFCA 0,3% en periodo
de endurecimiento de carozo, para la variable incidencia.

Ante la aplicacién de fosfitos “Flordaking” respondié con aumento de fenoles totales, e induccion
de actividad enzimatica PPO en ausencia del patégeno y a 6 h de inoculado, en estado de
cosecha con aplicaciones de FFCa 0,3%. Por otro lado, en presencia de inéculo el ACG cay6 en
todos los tratamientos y estados de desarrollo, salvo FFCA 0,3% en EC. Ademas, indujo actividad
POD a 6h de inoculacion ante tratamientos de FFK 0,3%. “Elegant lady” mostr6 una disminucién
de fenoles totales y un aumento de ACG en los estados de EC y Cs en respuesta a M. fruticola.
La PPO y la POD no indujeron actividad ante aplicaciones de fosfitos.

Los tratamientos con fosfitos solos y en combinacién con fungicida no arrojaron diferencias ante
el desarrollo de la enfermedad en ninguno de los dos cultivares, sin embargo, se evidencio una

clara tendencia de mayor efectividad de los FFK 0,3% en combinacion con fungicidas. Estos



resultados quizas podrian mejorarse con el agregado de un coadyuvante.

Los fosfitos no tuvieron efecto sobre el color de piel para ninguno de los dos cultivares. Los
tratamientos con fungicidas solos o en combinacién con FFCa aumentaron los SST en frutos de
ambos cultivares. Ademas, la combinacion de FFCa + fungicidas mejoraron el peso de frutos
“Florfaking”. La combinacién FFCa + fungicida tuvo mejores resultados como bioestimulantes
que el FFK y manifesté mayor respuesta en el cultivar Flordaking, respecto a "Elegant lady’.

A partir de esta investigacion se puede confirmar el efecto directo de los fosfitos sobre el
crecimiento de M. fructicola in vitro. Es escasa la informacion existente sobre el efecto de los
fosfitos en el patosistema M. fructicola — Prunus persica (duraznero). Aplicaciones preventivas
de fosfitos en poscosecha no afectan la curva de susceptibilidad del hospedante ante M. fruticola,
pero podrian disminuir la expresion de sintomas en frutos en estado de cosecha y podrian
tenerse en cuenta en planta de empaque dando proteccion al fruto frente a la enfermedad durante
el almacenamiento. Por otro lado, el FFCA 0,3% podria presentar efecto indirecto sobre el
hospedante al expresar compuestos asociados a los mecanismos de resistencia inducida,
aungue no alcanza para contrarrestar la enfermedad.

El valor de impacto ambiental de las diferentes estrategias evaluadas fue muy bajo. El EIQ inicial
de los FFK es menor al del Tebuconazole, debido al bajo riesgo al aplicador, consumidor y
ecologico.

Dentro de un sistema productivo sustentable, los fosfitos podrian ser una alternativa de bajo
impacto ambiental y a la salud humana, a tener en cuenta dentro del calendario de control bajo
una estrategia de manejo integrado.

Palabras clave: Monilinia fructicola; inductores quimicos; fosfitos; calidad poscosecha.



ABSTRACT

MANAGEMENT OF BROWN ROT (Monilinia fructicola) IN PEACHES THROUGH THE USE
OF PHOSPHITES AS RESISTANCE ACTIVATORS AND ITS EFFECT ON POST-HARVEST
QUALITY

Brown rot caused by Monilinia fructicola (G.Winter) honey is a very destructive disease in
commercial stone fruit crops in the world and in Argentina. It generates direct losses due to the
infection of flowers and rotting of fruits pre- and post-harvesting; and indirect losses, due to the
high cost of applying fungicides during the period of flowering and fruit development until post-
harvest.

Furthermore, it causes marketing problems that had intensified from the moment this pathogen
became a quarantine disease for the European Union and Chile as well. Traditionally, the control
of diseases in fruit crops throughout the world depended on the use of fungicides, but this practice
is less acceptable by consumers, since it causes damage to the environment and the human
health, as well.

New management strategies include the use of resistance inducers such as potassium, sodium
or magnesium phosphates, aluminum fosetyl, salicylic acid, s-methyl acibenzolar, chitosan,
potassium silicate and phosphites among others. In the peach crop, preventive treatments with
resistance activators, such as potassium and calcium phosphites, have been demonstrated to
reduce the growth of the pathogen and to reduce the host's susceptibility to Monilinia fructicola.
These activators improve the post-harvest quality of the fruit.

Therefore, the present investigation was carried out with the following objectives: 1) to evaluate
the effect of potassium and calcium phosphites on the growth and reproduction of M. fructicola;
2) to determine the effect of treatments with potassium and calcium phosphites on the expression
of symptoms against M. fructicola infection at different stages of fruit growth; 3) to determine the
effect of phosphites treatments on the expression of compounds associated with induced
resistance mechanisms to M. fructicola, at different stages of fruit growth and in different peach
cultivars; 4) to evaluate the effect of preharvest treatments with phosphites and phosphites mixed
with fungicides on the postharvest development of brown rot and to characterize the effect of the
aforementioned treatments on postharvest fruit quality parameters; 5) to evaluate the
environmental impact of different control strategies including phosphites application.

To evaluate the effect of phosphites on the growth of the pathogen, "in vitro" experiments were



carried out with different doses of potassium phosphite (0.1%, 0.2% and 0.3%) and calcium
phosphite (0.1%, 0.2% and 0.3%). To achieve this, different strains of Monilinia fruticola were
previously isolated, and then subjected to molecular studies through PCR.

The phosphites were evaluated by the percentage of inhibition of the treatment with respect to
the control. To evaluate the effectiveness on the germination of conidia, the broth microdilution
technique was used, in which eight dilutions of both phosphites were tested, together with a
chemical control and a water control. The effectiveness of the treatments on germination was
measured by the percentage of inhibition of colony-forming units. To evaluate the effect of
phosphites on the expression of symptoms, fruit was harvested from one month of full bloom to
harvest in two different varieties of peach trees, "Flordaking” and "Elegant lady’.

Once harvested they were sprayed with different doses of potassium and calcium phosphites
(0.1%, 0.2% and 0.3%) in the laboratory, and negative control treated with water was included.
Half of the fruits were inoculated with conidia suspension (10%-10°) of M. fructicola with a
micropipette in the suture area; while in the other half a 2 mm-depth wound was performed with
a sterile awl, prior to being submerged in the same conidia solution. The variables analyzed in
each sampling or harvest were severity and incidence of rot at 3 and 7 days of inoculation. This
experiment was repeated with pre-harvest applications of phosphites (plant spraying).

To evaluate the effect of phosphites on the expression of compounds associated with resistance
mechanisms, total phenols and chlorogenic acid (CGA) were measured in pulp and skin of both
cv. peach tree in three phenological stages: green fruit (GF), stone hardening (SH) and harvest
(H).

In the experiences in which metabolites were extracted from the skin, the fruits were inoculated
with a suspension of conidia from M. fructicola; and the concentration of both the mentioned
metabolites was determined 6 h after inoculation. Polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase
(POD) enzymatic activities were also measured in the skin of fruits of both cultivars in two
phenological stages (SH and H) at time 0 (without inoculum) and at 6, 24 and 48 h after inoculation
with a suspension of conidia from M. fructicola. The content of total phenols and CGA was
expressed in ug/gpf and the enzymatic activities in U/mg protein.

The effect of phosphites alone and in combination with fungicide on the postharvest development
of brown rot was evaluated. Compound applications were made 30, 15 and 7 days before harvest.
For this, the incidence and severity of the disease was measured 3 and 7 days after harvesting.
20 fruits/treatment/replication were also harvested and their color was evaluated with a
colorimeter by measuring the CIE L*a*b* values and also calculating the hue angle (H= tan-

1(b*/a*)) and chroma or saturation parameters (C*= (a*2+b*2)1/2); weight, size, firmness with a



penetrometer and total soluble solids (TSS) with a refractometer.

Finally, to evaluate the environmental impact of phosphites, the Environmental Impact Coefficient
(EIQ) was used, under three plant health strategies for the control of M. fructicola.

In the "in vitro" experiments, potassium phosphites in their highest doses (0.2% and 0.3%) and
0.3% calcium phosphites turned out to be more effective inhibiting the growth of the fungus.
Potassium phosphites were more effective than calcium phosphites.

Different strains responded differently to phosphites. A minimum inhibitory concentration (MIC)
was found with 0.5% potassium phosphite, but not with calcium phosphite. Higher doses of
phosphites were required to inhibit fungal sporulation relative to fungal growth. In the evaluation
of symptom expression, both experiments (postharvest and preharvest) yielded significant
differences between the different stages of fruit development in both cultivars before infection with
M. fructicola. There were also differences between injured and uninjured fruits.

"Flordaking” presented a greater predisposition to disease with brown rot in the harvest stage,
while this tendency decreased at the end of the stone-hardening period. On the other hand,
"Elegant lady” showed a more variable behavior in predisposition to infection. However, the
susceptibility to brown rot was high during the ripening period of the fruit. In the stone-hardening
stage, their predisposition to contracting the disease was variable, with a peak between 73 and
75 DDPF, which was repeated in different years with different climatic conditions.

The phosphites gave variable results in both cultivars; however, FFK in its three doses and FFCA
0.3% showed greater effectiveness in “Flordaking™ at the end of the stone hardening period and
during the maturation stage with incidence and severity values between 20 and 15% less
compared to the control at 90 and 95 DDPF. 'Elegant lady' showed greater effectiveness of FFK
0.2%, FFK 0.3% and FFCA 0.3% in the stone hardening period, for the variable incidence.
Before phosphites application 'Flordaking' responded with an increase in total phenols, and
induction of PPO enzymatic activity in the absence of the pathogen and 6 h after inoculation, in
the harvest state with applications of 0.3% FFCa. On the other hand, in the presence of inoculum
the GCA fell in all treatments and stages of development, except FFCA 0.3% in EC. Furthermore,
it induced POD activity after 6 hours of inoculation with 0.3% FFK treatments. 'Elegant lady'
showed a decrease in total phenols and an increase in ACG in the EC and Cs states in response
to M. fruticola. PPO and POD did not induce activity when phosphites were applied.

Treatments with phosphites alone and in combination with fungicide did not show differences in
the development of the disease in either of the cultivars. However, there was a clear trend for
greater effectiveness of FFK in combination with fungicides. These results could perhaps be

improved with the addition of an adjuvant.



The phosphites had no effect on skin color in either cultivar. Treatments with fungicides alone or
in combination with FFCa increased TSS in fruits of both cultivars. Furthermore, the combination
of FFCa + fungicides improved the weight of 'Florfaking' fruits. The FFCa + fungicide combination
had better results as biostimulants than FFK and showed a greater response in the Flordaking
cultivar, compared to 'Elegant lady'.

From this research, the direct effect of phosphites on M. fructicola in vitro growth can be
confirmed. There is little information of phosphites effect on M. fructicola — Prunus persica (peach)
pathosystem. Preventive applications of phosphites in postharvest do not affect the susceptibility
curve of the host to M. fruticola, but could reduce the expression of symptoms in fruits at harvest
stage and could be taken into account in the packing plant, giving protection to the fruit against
the disease during the storage. On the other hand, 0.3% FFCA could present an indirect effect
on the host by expressing compounds associated with induced resistance mechanisms, although
it is not enough to counteract the disease.

The environmental impact value of the different strategies evaluated was very low. The initial EIQ
of FFK is lower than that of Tebuconazole, due to the low risk to the applicator, consumer and
ecology.

Within a sustainable production system, phosphites could be an alternative with low
environmental and human health impact, to be taken into account within the control schedule
under an integrated management strategy.

Keywords: Monilinia fructicola, chemical inducers, phosphites, post-harvest quality.



1. INTRODUCCION GENERAL

El duraznero, es un arbol frutal caducifolio perteneciente al orden Rosales, familia
Rosaceas, subfamilia Prunoideas, e integra junto a otras especies, los frutales de carozo.

Su nombre cientifico, Prunus persica (L.) Batsch, sugiere que seria originario de Persia
lo que actualmente se conoce como Iran, pero ya en la literatura China del 2000 A.C. se hacian
descripciones de sus flores y frutos maduros, por lo cual, hoy es aceptado que su origen esté en
dicho pais (Pinzén et al., 2014). Probablemente, fue llevado de China a Persia por caravanas de
comerciantes y luego paso6 rapidamente a Europa (Westwood, 1982). En el siglo XVI ya se

encontraba en México traido por los espafioles (Pinzén et al., 2014).

Dentro de la especie se pueden distinguir tres formas botanicas: vulgaris, duraznero;
leavis, nectarina; platycarpa, paraguayo. Las nectarinas y paraguayos son derivados
mutagénicos del duraznero, caracterizandose por ausencia de pilosidad del fruto en el primer

caso, y por forma aplastada del fruto en el segundo (Gariglio et al., 2014).

El cultivo de esta especie se encuentra distribuido en todas las zonas templadas del
mundo entre los 30° y 40° de latitud norte y sur (Baiza Abelar, 2004); con existencia de gran
cantidad de variedades que fluctdan, segun los requerimientos de frio invernal, entre 600 hasta
1500 horas de frio (Gariglio et al., 2014). Por otra parte, debido a un intenso trabajo de
mejoramiento, se viene ampliando el rango de variedades a bajos (200-450 horas) y muy bajos
requerimientos de frio (menos de 100 horas), de manera que su cultivo en la actualidad llega a

zonas de climas subtropicales (Fabiane, K., 2011; Garcia et al., 2014).

1.1. Importancia del cultivo de duraznero a nivel mundial y en la Argentina

La produccion mundial de duraznos alcanzé 21.751.000 toneladas en el afio 2019-2020
(Ernst, 2020). El principal productor es China, que en el afio 2008 super6 los 10 millones de
toneladas (Pagliaricci y Angel, 2012; Ernst, 2020). Durante el 2015 la produccion argentina de
duraznos fue de 266.000 toneladas (Dansa, 2016), mientras que en los afios 2019-2020
Argentina ocupaba el quinto lugar a nivel mundial con una produccion de 226 mil toneladas
anuales (Ernst, 2020) (Figura I).
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Figura I. Evolucién de la produccién argentina de durazno (toneladas). Periodo 2019-2022.
Fuente: FAO STAT ( https://www.fao.org/faostat/es/#home).

La Republica Argentina, segun datos del Censo Nacional Agropecuario (INDEC, 2018)
posee una superficie implantada con durazneros de 19.307,4 ha, cifra que incluye variedades
para consumo en fresco y para industria. El 52 % se destina a la industrializacion y el 48 % para
consumo en fresco.

Argentina es el primer productor de duraznos del Mercosur y se encuentra entre los
principales oferentes del Hemisferio Sur, logrando que sus productos ingresen en los mercados
septentrionales en contra-estacion (Ernst, 2020). Durante el 2008, Argentina exporté mas de 12,5
mil toneladas de durazno, colocandose en el décimo sexto lugar entre los exportadores a nivel
mundial y segundo en Sudamérica, después de Chile (Pagliaricci y Angel, 2012). Sin embargo,
durante el periodo 2011-2015, las estadisticas muestran que las exportaciones de este producto
se mantuvieron relegadas (Dansa, 2016). Durante el 2020, la Argentina export6 2.3 mil toneladas
de durazno fresco, cuyos principales destinos fueron Brasil, Paraguay y Bolivia. Por otro lado,
ademas de ofrecer sus productos a los paises del Mercosur, se suman las demandas del Reino
Unido, Espafa y de los Paises Bajos (Figura Il) (Dansa, 2016). Argentina ademas es el cuarto

productor y exportador a nivel mundial de duraznos en conserva (Ernst, 2020).
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Figura Il. Principales destinos de las exportaciones argentinas de duraznos en 2015. Fuente:
DMA Area Frutas segtn datos del INDEC.

En cuanto a la importacion, la participacion de Argentina fue incipiente con 93 toneladas
durante 2008, a diferencia de lo ocurrido durante la década de los "90 donde las importaciones

alcanzaron un volumen cercano a 3 mil toneladas (Pagliaricci y Angel, 2012).

1.2. Zonas productoras en Argentinay situaciéon actual del cultivo del duraznero

La superficie total con durazneros se distribuye espacialmente en 9 provincias. Mendoza
abarca la mayor superficie del pais con 13.346,2 ha y representa el 69 % a nivel nacional, le
sigue en importancia Buenos Aires con 1.865,9 ha y el 10%, luego Salta (suma 1.588,9 ha y el
8%) y Rio Negro (con 1.278,2 ha y el 7 %). Con menor superficie y representatividad de
encuentran Jujuy (286,3 ha), Neuquén (217,2 ha), Santa Fe (205 ha), La Rioja (197,9 ha) y
Catamarca (119,6 ha), en conjunto suman 1.026 ha y representan cada uno un 1 % del total.
Finalmente, el resto de las provincias con escasa superficie suman 202,2 ha y aportan un 1% al

total.



La regién Bonaerense, constituida por la provincia de Buenos Aires y sur de Santa Fe,
cultiva duraznos tempranos, semi-tempranos y nectarinas, ciruelos japoneses y europeos;
especializandose en la produccién de fruta para consumo en fresco, favorecida por la cercania
a los grandes centros de consumo y disposicion de buenas vias de comunicacion (Angel y Lépez
Serrano, 2014). El territorio no presenta condiciones ambientales ideales para el cultivo del
duraznero, debido a la alta humedad relativa (mayor 65%) y precipitaciones de 1061,3 mm
anuales, ambos factores determinantes para la presencia de enfermedades flangicas y
bacterianas que afectan a los Prunus spp. Aun asi, la tecnologia aplicada permite obtener
rendimiento y produccién de excelente calidad que compite con otras zonas productoras del pais
(Angel y Lépez Serrano, 2014).

El sector se encuentra en crisis, con niveles de produccién y calidad fluctuantes a través
del tiempo y grandes pérdidas postcosecha (Ministerio de la Produccién- Gobierno de Santa Fe,
2010). Sumado a esto, en los Ultimos afios hubo una reduccion de la superficie plantada con
frutales. Sin embargo, algunos indicadores nos permiten ser optimistas ante esta situacion, en
especial en cultivos de duraznero, donde las empresas continlan renovando las plantaciones
gue van envejeciendo, por cultivares adaptados a las condiciones agroecolégicas de la regién y
mas demandados en el mercado consumidor (Angel y Lépez Serrano, 2014; Valentini et al.,
2021). La mayor parte de la superficie plantada en el noreste de la provincia de Buenos Aires
comprende a los cultivares Flordaking, June Gold, Ginart, Flavorcrest, Forastero; Flamecrest;
Red Globe, Dixiland, Fayette y Late Dwarf. También se cultivan otros cultivares, como Rojo 2,
Opedepe, Rubyprince, Aniversario inta, Southern Pearl, Maria Bianca, Elegant Lady, Summer
Pearl, entre otros (Figura Ill) (Dini et al., 2021). Ademas, cada afio se introducen en el mercado
nuevas variedades con el propésito de optimizar el rendimiento, ampliar el calendario de
cosecha, mejorar la calidad global del fruto e incorporar resistencia o tolerancia a factores
adversos que afecten negativamente la productividad. Asi, en el afio 2020 se introdujeron al
mercado los cultivares “Rosalinda INTA", "Chamamé INTA", ‘Bigua INTA", "Tehuelche INTA’,
"Milonga INTA" y "Pampa INTA" (Valentini et al., 2021).
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Figura lll. Principales cultivares implantados y época de maduracion en la provincia de Buenos

Aires. Fuente: Dini et al., 2021

1.3. Principales enfermedades que afectan el duraznero en la Republica Argentina

En este apartado se hara una breve descripcion de las enfermedades mas importantes

gue afectan al duraznero; para luego profundizar en una de ellas, podredumbre morena cuyo

agente causal es Monilinia fructicola, ya que es la enfermedad que mas dafios causa a nivel

productivo y comercial, y es el tema central de la tesis.




1.3.1. Enfermedades causadas por bacterias

1.3.1.1. Mancha bacteriana (Xanthomonas arboricola pv. pruni)

Los sintomas se observan en hojas, flores y frutos. En hojas, la lesién se caracteriza por
manchas circulares que se oscurecen a medida que se extienden. A menudo, estas manchas se
localizan a lo largo de la nervadura principal o en el 4pice de la hoja (Figura 1V). La zona que las
rodea adquiere un color amarillo verdoso y la zona central termina por caer, dejando una
perforacion irregular en la hoja. Cuando el ataque es intenso provoca clorosis y defoliacion
prematura. En los brotes se observan cancros. En los frutos los sintomas comienzan a
observarse de tres a cinco semanas después de la caida de los pétalos, como pequeias lesiones

de aspecto acuoso. Si el tiempo es muy hiumedo, estas lesiones exudan goma (Mitidieri, 2012).

Figura IV. Sintomas iniciales y en estado avanzado en hojas. Fuente: Mitidieri, 2012

1.3.2. Enfermedades causadas por hongos

1.3.2.1. Torque (Taphrina deformans (Burk) Tulasne)

Este hongo puede afectar hojas, brotes, flores y frutos. El primer sintoma que se observa
en la primavera es la formacion de areas rojizas sobre las hojas, para luego tomar un aspecto
enrulado y caer en forma prematura (Figura V). Las flores y frutos atacados también caeran de
manera temprana, aunque pueden encontrarse frutos afectados en la cosecha (Mitidieri, 2012).

Las condiciones predisponentes son bajas temperaturas y alta humedad al comienzo de
la brotacién, durante la primavera. La temperatura 6ptima para el crecimiento del hongo es de
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20°C, con un minimo de 8,9°C y un maximo entre 26 y 30°C. La humedad relativa requerida para

la infeccion debe ser mayor a 95% (Mitidieri, 2012).

Figura V. Sintoma en hojas con enrulado caracteristico. Fuente: Mitidieri, 2012.

El control de esta enfermedad es estrictamente preventivo y se basa en la aplicacion en
invierno de polisulfuro de calcio, o de productos cupricos como oxicloruro de cobre, y/o fungicidas
de sintesis como captan, ziram, o mancozeb (Nievas, 2016). Los momentos de aplicacion para
gue el control sea efectivo son, en otofio a la caida de las hojas y en invierno después de la poda.
En aflos muy humedos, y en variedades muy susceptibles, se recomienda una tercera
pulverizacion a fines de invierno, justo antes que las yemas foliares comiencen a abrir (Mitidieri,
2012).

1.3.2.2. Sarna (Cladosporium carpophilum Theum)

La sarna del duraznero es una enfermedad importante en regiones célidas y hUmedas de
todo el mundo. En las provincias de Buenos Aires y Cordoba puede alcanzar valores de
incidencia superiores a 80% de frutos afectados en variedades susceptibles y en afios favorables
al desarrollo de la enfermedad (Cragnolini et al., 2005). Este hongo ataca los distintos érganos
aéreos de la planta. En las hojas, en la etapa inicial se observan manchas pequefias de color
palido, que luego crecen y se vuelven de color castafio oscuro. Si la infeccion es severa se
produce la caida de la hoja. En los frutos los sintomas comienzan como manchas pequefias poco
definidas; a medida que se desarrolla la enfermedad, las manchas se hacen circulares u ovales

de color gris a gris olivaceo, llegando a medir de 2 a 3 mm (Figura VI) (Mitidieri, 2012).



Figura VI. Sintomas de Sarna en frutos de duraznero. Fuente: Mitidieri, 2012.

Para obtener frutos de calidad se efectian aplicaciones de fungicidas desde frutos
pequefios hasta proximo a la cosecha, principalmente en variedades de maduracion tardia. El
momento 6ptimo de aplicacion es de cuatro a seis semanas después de caida de pétalos, en
funcién del momento en el cual se producen las mayores infecciones en los frutos (Cragnolini et
al., 2005).

1.3.2.3. Mal de la municion (Wilsonomyces carpophilus (Lév) Adaskabeg, Owaga, & Butler

Esta enfermedad, también llamada viruela, causa muerte de yemas, las cuales quedan
recubiertas de un exudado gomaoso y lesiones en las ramas (Figura VII.A). Las lesiones en hojas
y frutos comienzan con manchas rojizas que se expanden hasta formar manchas marrones de

3-10 m de diametro (Figura VII.B). En las hojas, la zona afectada cae (Mitidieri, 2012).

Figura VII. Sintomas de viruela. A: lesiones en ramas. B: sintomas en hojas. Fuente:
Mitidieri, 2012.

Se requieren 24 horas de humedad continua para que se produzca la infeccion de los



brotes. El crecimiento del patégeno se produce con temperaturas entre 4 - 30°C, con un éptimo
entre 15 - 20°C. Los tratamientos otofiales, a base de productos cupricos o clorotalonil, reducen
la supervivencia del patégeno de un afio al otro. En caso de infecciones severas se recomienda

una segunda aplicacion en el momento de caida de envolturas florales (Mitidieri, 2012).

1.3.2.4. Tizén de brotes: Phomopsis amyqgdali (Del.) Tuset & Portilla

La enfermedad se manifiesta con lesiones alargadas (cancros) de color marrén o marrén
rojiza que se pueden formar sobre las yemas o no (Figura VIII). Los sintomas pueden confundirse
con los producidos por Monilinia spp; aunque en este caso, la infeccibn comienza en una flor que
muchas veces queda adherida a la rama por medio de goma (Mitidieri, 2012).

Figura VIII. Sintomas de Phomopsis - Cancros en ramas. Fuente: Mitidieri, 2012.

La infeccion ocurre por las yemas o botones florales a inicios de brotacion y por las axilas
de las hojas cuando caen en otofio. Las condiciones predisponentes para que se produzca la

infeccién son alta humedad y temperaturas entre 27 y 29°C.

Esta afeccidn se controla con tratamientos otofiales e invernales con productos cupricos.
Se recomiendan tratamientos preventivos a botén floral, caida de pétalos, caida de hojas y raleo
de frutos (Mitidieri, 2012).

1.4. Podredumbre morena (Monilinia fructicola)

La podredumbre morena es el factor mas limitante en la produccién de frutales de carozo
en el mundo (Bostock et al, 1999; Lee & Bostock, 2007). Se trata de una enfermedad fangica,
gue causa pérdidas de pre y poscosecha en los frutales del género Prunus, en zonas donde las

primaveras y veranos son humedos y célidos (Rossini et al, 2007; Mitidieri, 2012).



Existen tres especies de Monilinia, perteneciente a la subdivision Ascomycotina, que
pueden causar podredumbre morena en durazneros: Monilinia fructicola (G. Winter) Honey,
Monilinia laxa (Aderh. Y Ruhland) Honey y Monilinia fructigena Honey ex Whetzel (Mondino,
2014).

En Argentina se encuentran dos de las especies antes mencionadas: Monilinia fructicola
(G. Winter) Honey y Monilinia laxa (Aderhold & Ruhland).

Ambos patbégenos causan en general sintomas similares, pudiendo provocar tizon de
flores en primavera, podredumbre y decaimiento de frutos maduros al final del ciclo. M. laxa,
usualmente produce tizén de flores y tallos de forma mas severa, mientras que M. fructicola
causa mayor decaimiento en frutos, y es en general el responsable de producir podredumbre
marrén en duraznos, nectarinas y cerezas (Michailides et al; 2014).

M. fructicola es un verdadero problema, pudiendo ocasionar grandes pérdidas directas
de produccion, resultado de la infeccion de flores (tizon de flores y brotes) y de podredumbre de
frutos en pre y poscosecha. También produce pérdidas indirectas debidas al alto costo de
aplicacion de fungicidas durante el periodo de floracion y de desarrollo de frutos hasta la
poscosecha (Emery et al; 2000). El dafio mas importante ocasionado por la enfermedad es la
destruccion de la fruta, con severas pérdidas econdmicas (Zehr, 1982; Rossini et al, 2007).
Sumado a esto, ha provocado problemas en la comercializacién que se agudizaron, cuando el
patdgeno fue detectado en la Union Europea y en el periodo que fue considerado plaga
cuarentenaria (Rossini et al, 2007; Mitidieri, 2012). En Chile, mientras tanto, se derog6 una ley
gue hizo obligatorio su control (Herrera Cid, 2014). Por todo esto, la podredumbre morena,
causada por M. fructicola, es una de las enfermedades mas importantes, que produce grandes

pérdidas econdmicas en cultivos de duraznos en la Argentina.

1.4.1. Sintomas y signos de la enfermedad

El primer 6rgano que puede ser atacado por M. fructicola es la flor, produciendo un
atizonado de la misma que puede luego originar lesiones o “cancros” en tallos, como
consecuencia del avance del hongo, proveyendo de una importante fuente de in6culo para
infecciones latentes en frutos verdes, que permaneceran invisibles y desarrollaran podredumbre
marrén sobre frutos hacia el final de la estacion y en poscosecha (Keske et al, 2011; Mondino,

2014). Las flores atacadas y los cancros pueden presentar exudacion de goma, producidos en
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reaccion al ataque por la planta (Mondino, 2014) y ademas se puede producir la muerte de la
porcion distal del brote (Zehr, 1982; Mitidieri, 2012).

Ante condiciones de alta humedad, sobre flores atizonadas, cancros vy frutos raleados
(Hong et al, 1997), se puede apreciar el signo del hongo, que consiste en micelio y conidios en
cadena de color grisaceo. Estos adquieren especial importancia en la epidemiologia de la
enfermedad al producir infecciones secundarias (inéculo secundario), pudiendo afectar la fruta
(Mondino, 2014). La infeccion de la fruta se puede producir directamente a través de la cuticula,
en la base de los tricomas, o a través de rajaduras o heridas provocadas por insectos (Rossini et
al, 2007). Llegada la etapa de madurez, los frutos infectados se pudren en planta o en
poscosecha, desarrollando el sintoma de podredumbre morena, y dandole el nhombre a la
enfermedad. Esta consiste en una lesién circular de color castafio, firme, que aumenta de tamarfio
rapidamente y toma la totalidad del fruto. Sobre la podredumbre se desarrolla la esporulacién del
hongo, de aspecto pulverulento y de color gris. El fruto podrido queda adherido a la planta

momificado o puede caer al suelo y descomponerse (Mitidieri, 2012; Mondino, 2014).

1.4.2. Ciclo de la enfermedad

El patdgeno sobrevive el invierno en los frutos momificados, caidos al suelo o pendientes

del arbol, y en las lesiones de afios anteriores (cancros), constituyendo el indculo primario. Las
infecciones primarias se producen a partir de conidios (Figura IX, flecha negra) y/o ascosporas
(Figura IX, flecha celeste), en condiciones de alta humedad, a partir de momias adheridas al arbol
0 semienterradas en el suelo, las cuales dispersan con la lluvia y el aire e infectan flores en la
primavera, pudiendo funcionar también como fuente de infecciones latentes en frutos (Luo y
Michailides, 2001; Mitidieri, 2012; Mondino, 2014).

Las flores infectadas y los cancros desarrollan nuevos conidios que serviran de in6culo
secundario para la fruta en el periodo de precosecha (Figura IX, flecha rosada). Otra fuente de
in6culo secundario de suma importancia la constituyen los frutos raleados que quedan en el

suelo, sobre los cuales se evidencid esporulacion del hongo (Hong et al., 1997).

Los frutos infectados sobre la planta se momifican. Durante las tareas de poda o con el
movimiento de las ramas por accion del viento, algunos de los frutos momificados pueden caer
al suelo y encontrar condiciones propicias para la produccion de apotecios. Por otro lado, parte

de las momias pueden permanecer sobre las plantas, produciendo conidios en la estacion
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vegetativa y reproductiva siguiente, que seran fuente de inéculo para las flores y frutos, de esta
manera se reinicia el ciclo (Mondino, 2014). Algunos autores, sin embargo, plantean que los
conidios producidos en la primavera temprana, sobre los frutos momificados, no sobreviven lo

suficiente para causar podredumbre en frutos (Roberts y Dunegan, 1932; Emery et al., 2000).

Los frutos de carozo inmaduros generalmente no exhiben sintomas o signos de la
infeccion por el patdégeno, a menos que el ingreso y colonizacion sean favorecidos por periodos
prolongados de lluvia o alta humedad seguidas por heridas (Zehr, 1982, Emery et al., 2000). Sin
embargo, los frutos verdes, adn en ausencia de esas heridas, pueden hospedar infecciones
latentes (asintomaticas) que pueden volverse activas cuando el fruto estd maduro (Emery et al.,
2000). Dichas infecciones latentes adquieren suma importancia en regiones de clima himedo,

ya que pueden progresar rapidamente produciendo podredumbre en fruta (Emery et al., 2000).

Ciclo de la Podredumbre Morena

Figura IX. Ciclo sexual y asexual de podredumbre morena (Mondino, 2014). El hongo en su ciclo
primario tiene dos vias: Las flechas celestes indican la via sexual (produccién de ascosporas);
las flechas negras indican la via asexual (produccién de conidios); las flechas rosadas indican el

ciclo del indculo secundario.

1.4.3. Condiciones predisponentes

El factor més importante para que ocurra una infeccion es la humedad. Con valores de

entre 70 y 80% de humedad relativa, so6lo ocurre la infeccién de pistilos y estigmas de la flor,
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mientras que préximos al 100% todos los érganos florales pueden ser atacados. Es por esto que
periodos de lluvias, lloviznas y/o neblinas durante el periodo de floracién incrementa la incidencia

del atizonado de flores (Mondino, 2014).

Las temperaturas 6ptimas para el desarrollo de M. fructicola e infeccion de frutos se
encuentran entre los 20 y 25°C. Son suficientes entre 3 a 5 horas de humedad para que la
infeccion tenga éxito. Después de 24 horas de humedad, la infeccién es independiente de la
temperatura entre valores de 5 a 30°C (Luo y Michailides, 2001; Rossini et al, 2007; Mitidieri,
2012).

Las heridas, ademas, predisponen a la infeccion de los frutos por M. fructicola (Mondino,
2014; Mitidieri, 2012; Rossini et al, 2007). Por otro lado, la severidad de infeccién de la fruta se

incrementa con el aumento de la concentracion de indculo (Luo y Michailides, 2001).

Los conidios, principal fuente de infeccion, junto con las ascosporas, se forman con
temperaturas mayores de 5°C y se dispersan por la lluvia y el viento. Los apotecios se producen
con temperaturas medias (17 a 22°C) y alta humedad, dentro de los cuales se forman los ascos
y ascosporas, las cuales son diseminadas con el viento. Esta fase sexual del patégeno no ha

sido observada en la zona bonaerense (Mitidieri, 2012).

El potencial de in6culo y las condiciones de tiempo imperantes durante la etapa de
floraciébn en el cultivo, pueden influenciar significativamente el desarrollo posterior de la
enfermedad (Luo y Michailides, 2001; Keske et al, 2011).

Dichas condiciones son frecuentes en nuestra region, Sublitoral del Parana, que
comprende una angosta franja en las cercanias del Rio Parana, que se extiende desde el norte
de Buenos Aires hasta el sur de Santa Fe. Las temperaturas, lluvias y humedad relativa (HR°)
son favorables para el desarrollo del patégeno, haciendo de ésta la enfermedad fangica mas
importante en durazneros, y una de las principales podredumbres de postcosecha junto con

Rhizopus spp.

1.4.4. Manejo integrado de la enfermedad

Para lograr un manejo aceptable de la podredumbre morena es necesario realizar
practicas de saneamiento que ayudaran a prevenir los primeros ataques, en combinacion con un

programa de tratamientos preventivos (Mitidieri, 2012; Mondino, 2014). Para esto, es importante
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considerar un conjunto de medidas de manejo tendientes a reducir la presion de in6culo como,
retirar los frutos no cosechados, evitar dejar frutos momificados sobre las plantas, realizar podas
oportunas, quemado de ramas enfermas (Mitidieri, 2012; Mondino, 2014) y erradicar posibles

malezas hospederas de la enfermedad cercanas al cultivo (Zehr, 1982).

La podredumbre morena en pre y poscosecha es posible reducirla significativamente
removiendo en su totalidad los frutos caidos al suelo luego de la préactica de raleo, los cuales
constituyen una fuente de inéculo muy importante. Desafortunadamente, éste es un proceso
costoso en tiempo y mano de obra, por lo que una alternativa es realizar pulverizaciones con
agentes quimicos o biolégicos tendientes a suprimir la esporulacion de M. fructicola sobre los
mismos, 0 practicas culturales a través de las cuales se acelere la descomposiciéon de frutos
raleados, como el disqueado (Hong et al., 1997).

Las curas de otofio — invierno tienen como objetivo reducir la supervivencia de este y

otros hongos sobre la planta.

Ademas, es recomendable realizar tratamientos preventivos durante el periodo de
floracion, desde el 5% de flores abiertas y en precosecha (Moreira y May-de Mio, 2009; Keske et
al., 2011; Mitidieri, 2012). En periodos de mucha humedad debe pulverizarse cada 15 o 20 dias,
aun préximo al momento de cosecha, respetando los tiempos de carencia para cada producto.
Para evitar |la aparicién de cepas resistentes, es preferible realizar los primeros tratamientos con
fungicidas de amplio espectro dejando los especificos para las aplicaciones en que ya esta
avanzada la brotacion (Tabla 1) (Mitidieri, 2012).
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Momento Fungicidas

Inicio de floracion Azufre, Captan, Mancozeb, Clorotalonil

Plena floracion

hasta fruto (2 cm) Carbendazim

30 dias antes de la

Captan, Mancozeb, Clorotalonil
cosecha

15 dias antes de la

Estrobilurina (mezcla)
cosecha

7 dias antes de la
cosecha

Tabla I. Propuesta de rotacién de fungicidas en el control de podredumbre morena para evitar

aparicion de cepas resistentes a fungicidas (Mitidieri, 2012).

Tradicionalmente, el control de enfermedades en cultivos frutales a lo largo del mundo
dependi6 del uso de fungicidas, pero esta practica es cada vez menos aceptable por parte de los
consumidores, ya que puede ocasionar dafios al medio ambiente y a la salud humana (Spiers et
al., 2005). Por otro lado, el uso excesivo de algunaos principios activos hizo que aparecieran cepas
resistentes, como es el caso de M. fructicola a dicarboximidas y bencimidazoles, y produjo,

ademas, mayores costos de produccién (Zehr, 1982).

Debido a todo esto, y a la mayor presion ejercida por los consumidores por exigir la
ausencia de residuos en frutos (Crisosto et al., 2009) y a la reducida disponibilidad en el mercado
de nuevos fungicidas, asociado a costosos requerimientos de registracion, es necesario
encontrar estrategias alternativas para el control de la enfermedad, con miras a una fruticultura

mas sustentable (Yafez-Juéarez et al., 2018).
1.4.5. Estrategias de control alternativas

Spiers et al. (2005) sugiere que el control de la enfermedad con aplicaciones reducidas
de fungicidas es mas efectivo y consistente cuando se utiliza junto con un sistema de manejo

integrado, para disminuir la poblacion del patdgeno. Este enfoque requiere del uso de multiples
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estrategias, que incluye un mejor conocimiento de la epidemiologia del patégeno y de la
evolucién de la susceptibilidad del hospedante en las distintas etapas de desarrollo del fruto, para
optimizar el momento de aplicacion de fungicidas. Requiere también la manipulacién nutricional
del arbol para aumentar la resistencia del hospedero a la enfermedad, la remocién de in6culo;
tratamientos poscosecha; uso de control bioldgico y elicitores para reemplazar y/o reubicar a los

fungicidas.

Las herramientas de manejo integrado de enfermedades incluyen desarrollo de cultivares
resistentes a podredumbre morena e induccion de resistencia hospedera (Gradziel, 1994). La
resistencia del hospedante a fitopatdgenos es quizas la herramienta mas efectiva en cuanto a

costos y seguridad medioambiental para el manejo de enfermedades.

Actualmente, los cultivares comerciales de duraznero son en general susceptibles a
podredumbre morena (dos Santos et al., 2012), pero, se han identificado niveles mejorados de
resistencia en algunos cultivares como “Bolinha” (Gradziel y Wang, 1993; Gradziel, 1994;
Crisosto et al., 2009; dos Santos et al., 2012). Sin embargo, la comercializaciéon de este cultivar,
“Bolinha”, se ha desalentado, debido a la pobre coloracion de la fruta en combinacién con la alta
caida de precosecha que presenta. Plantulas provenientes de la polinizacion abierta con cv.
Bolinha son seleccionadas para resistencia a podredumbre morena e incorporadas dentro del

Programa de mejoramiento de cultivares de California (Gradziel y Wang, 1993).

1.5. Resistencia a fitopatégenos

Plantas y patégenos, durante el curso de su co-evolucion, han desarrollado una intrincada
relacion resultante de continuos intercambios de informacion molecular. Los patégenos han ido
desarrollando estrategias ofensivas para parasitar plantas, y sucesivamente, las plantas han sido
capaces de desarrollar una diversidad de mecanismos de defensa contra patdgenos e insectos
(Benhamou, 1996).

Es conocido que la resistencia es la regla y la susceptibilidad la excepcion (Riveros
Angarita, 2001). La resistencia puede ser definida como la habilidad de la planta para prevenir o

restringir el crecimiento del patégeno y su multiplicacion (Benhamou, 1996).

Varias lineas de evidencia indican que todas las plantas, aun si son resistentes o
susceptibles, responden al ataque del patégeno a través de la induccién de una estrategia de

resistencia coordinada, que finalmente conduce a la acumulacién de genes de defensa. Sin
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embargo, cuando la interaccion planta-patdgeno resulta en el establecimiento de la enfermedad,
la colonizacién exitosa del parasito es probable sea causada por el retraso en la expresion de
defensa de la planta, y no por la ausencia o inactivacién de mecanismos de defensa. Se hace
evidente que la velocidad y alcance de la respuesta de la planta a la sefializacion intracelular
determina el resultado de la interaccion planta-patégeno (Benhamou, 1996).

La resistencia a infecciones primarias puede resultar de la presencia de barreras de
defensa preformadas; es decir, constitutivas o no inducidas, pero a menudo depende de
mecanismos de resistencia activados o inducidos. Entonces, los mecanismos de defensa
presentes en las plantas pueden ser constitutivos o pre-existentes, e inducibles en respuesta a
un ataque, que desencadena reacciones de defensa a través de la liberacion de elicitores, los
cuales conducen a la expresion de la actividad anti-patogénica (Braga & Dietrich, 1987; Van
Loon, 1997; Sandoval-Chavez et al., 2015).

1.5.1 Defensas constitutivas o no inducidas

Los mecanismos de defensa constitutivos responden a la informacién genética propia de
la especie o cultivar vegetal, la cual se expresa en la planta sin la mediacion de un inductor
(Favaro, 2014). Las defensas mediante las cuales las plantas pueden contrarrestar el ataque de
los patégenos pueden ser estructurales, como barreras fisicas que dificultan la entrada y
propagacion del mismo; o bioguimicas, como la produccidon de sustancias téxicas para el
patégeno o sustancias que generan condiciones que inhiben su desarrollo (Benhamou, 1996;
Agrios, 2005; Sandoval-Chavez et al., 2015).

Entre las defensas estructurales pre-existentes podemos mencionar: la calidad y cantidad
de ceray de cuticula que cubren a las células epidérmicas, la estructura de las paredes celulares
de éstas, tamafio, localizacion y forma de los estomas y lenticelas y, por ultimo, la presencia de
tejidos protegidos por paredes celulares gruesas que obstaculizan el avance del patégeno
(Madriz Ordefiafia, 2002; Montes-Belmont, 2009). La existencia de una cubierta de pelos sobre

la superficie de los frutos actia también como barrera disminuyendo la infeccion.

Aun, ante la presencia de dichas estructuras, la mayoria de los patégenos logran

penetrarlas.

Ademas de los mecanismos estructurales, como mencionamos anteriormente, las plantas

presentan defensa bioquimica o metabdlica, que consiste en la presencia de compuestos toxicos
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gue se encuentran en su forma activa, tales como alcaloides, fenoles, polifenoles, aceites
esenciales, terpenos, etc. Ejemplos de éstas son la concentracion de taninos en la nuez pecanera
‘Wichita’ que la hace mas resistente a Aspergillus flavus y A. parasiticus, o bien, la presencia de
mayor cantidad de compuestos fenélicos en Capsicum annuum L. inmaduros en comparacion
con frutos maduros, que los hace menos susceptibles a C. capsici y Alternaria alternata
(Sandoval-Chéavez et al., 2015).

1.5.2. Defensas activadas o inducidas

Los vegetales poseen en su constitucion genética, genes que codifican para producir
numerosas “armas quimicas”, extremadamente eficientes, que impiden o disminuyen el dafno

causado por los microorganismos (Gémez y Reis, 2011).

Los patégenos que logran superar las barreras primarias constitutivas deben enfrentar
aun la respuesta inmune de las plantas (Favaro, 2014). La respuesta inmune €s un mecanismo
activo de defensa, que involucra cambios en el metabolismo celular provocados por la expresion
diferencial de genes (Benhamou, 1996). Para que ocurra la induccion de la defensa de la planta

es necesario el reconocimiento especifico del patégeno.

En la activacion estan involucrados un gran numero de pequefias moléculas exdgenas
denominadas inductores o agentes inductores que, cuando son reconocidas por moléculas
enddgenas, tienen la funcién de activar o aumentar el nivel de resistencia de los vegetales, tanto
a nivel local como en puntos distantes al sitio de infeccion, asi como de participar de otras

actividades fisioldgicas (Gomez y Reis, 2011).

Los mecanismos de sefalizacion de defensa sistémica incluyen la resistencia sistémica
inducida (ISR), que se activa en respuesta a la colonizacion de la raiz por organismos benéficos,
y a resistencia sistémica adquirida (SAR), la cual se activa en respuesta a la infeccién por
patégenos. Estos mecanismos de defensa permanecen inactivos o latentes hasta que se activan
luego de la exposicion y/o contacto con patdgenos o agentes inductores. La induccién de SAR
implica la generacion de sefiales méviles que se translocan al tejido distal y prepara a la planta
contra futuras infecciones. Esto requiere una comunicacién cruzada cuidadosa y equilibrada

entre varias fitohormonas, metabolitos y proteinas (Nativitas Lima, 2021).

La resistencia o susceptibilidad depende del tiempo que tarde el huésped en reconocer

al patégeno y la rapidez con la que active sus mecanismos de defensa (Sandoval-Chavez et al.,
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2015).

Frente a esta naturaleza de resistencia a enfermedades de la planta ha surgido la idea
de acelerar la respuesta mediante la aplicacién de inductores de resistencia, los cuales podrian
proveer de un método alternativo de control, que es biol6gico, medioambiental y comercialmente
viable (Benhamou, 1996; Gomez y Reis, 2011).

Dependiendo del tipo de agente inductor, existen dos tipos de induccién de resistencia:
la induccién bidtica y la induccién abidtica; la induccién bibtica puede ser activada por la
presencia de organismos como hongos, virus, bacterias, nematodos e incluso de insectos
herbivoros. Mientras que, en la induccion abidtica, la resistencia puede ser generada por la
presencia de moléculas sintéticas depositadas sobre los 6rganos vegetales, imitando asi la
presencia de un patégeno o insecto. Los inductores abiéticos o quimicos, se los llama también
“fungicidas de cuarta generacidon” por su efecto completamente diferente de los fungicidas
tradicionales. Existen numerosas sustancias que actian como agentes inductores, producidos
en forma sintética y a escala comercial. Entre ellas se encuentran fosfatos de potasio, sodio o
magnesio, fosfitos de potasio y calcio, fosetil aluminio, &cido salicilico, acibenzolar s-metilico,

guitosano, silicato de potasio, entre otros (Gomez y Reis, 2011; Nativitas Lima, 2021).

1.6. Inductores abiéticos de resistencia: Fosfitos

Los fosfitos son sales derivadas de &cido fosforoso (HsPOgs), que regularmente se

combinan con cationes metales como potasio, sodio, calcio (Yafiez-Juarez et al., 2018).

El interés en el uso de fosfitos se increment6 debido a que tienen una rapida absorcion
por las plantas, un alto grado de solubilidad y alta capacidad de moverse desde las hojas hacia
las raices a través del floema, proporcionando control para algunas enfermedades radiculares e
incrementando el efecto de ciertos fungicidas (Nativitas Lima, 2021). El ion fosfito al ser
facilmente transportado en las plantas via xilema y floema, se lo ha utilizado en aplicacion foliar,
bafio a la raiz y cuello de la planta, inyeccion al tronco (Ogoshi et al, 2013), a través de riego por
goteo mezclado en la solucién nutritiva en hidroponia, tratamiento a semilla, aplicacion aérea en

bajo volumen o como tratamiento en inmersion de semillas y frutos (Yafiez-Juéarez et al., 2018).

Los fosfitos representan un insumo agricola eficiente para proteger los cultivos contra
organismos patdogenos mediante la induccion de mecanismos de defensa, actuando como

inductor de resistencia vegetal de importancia para los nuevos enfoques de manejo de
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enfermedades (Nativitas Lima, 2021). Estos compuestos tienen un modo de accién complejo,
gue incluye la inhibicién directa del crecimiento de patégenos (Smillie et al., 1989, Reuveni et al.,
2003; Deliopoulos et al., 2010) y la estimulacion de las defensas de las plantas (Brackmann et

al, 2004; Boneti y Katsurayama, 2011; Yafiez-Juarez et al., 2018; Nativitas Lima, 2021).

Las respuestas de defensa desencadenadas por los fosfitos incluyen la acumulacion de
fitoalexinas y la lignificacion de la pared celular, asi como la produccion de enzimas liticas por la
planta (Nativitas Lima, 2021).

El uso de fosfitos en la agricultura se viene investigando principalmente por su accién en
el control de organismos fitoparasitos y como bioestimulador. Su eficacia fue probada y
demostrada contra oomycetes (Graham, 2011; Ogoshi et al, 2013; Yafiez-Juéarez et al., 2018);
sin embargo, también se ha encontrado eficacia contra otros hongos patégenos como
Colletotrichum gloeosporioides, Venturia inaequalis, Penicillium expansum, Botrytis cinérea en
manzanas (Ferrer Laiva y Moggia Lucchini, 2005; Lutz et al., 2015) y M. fructicola en duraznos
(Ogoshi et al, 2013).

Por lo mencionado en los apartados anteriores y como una manera de contribuir al manejo
sostenible del cultivo de duraznero, se considerd necesario evaluar el efecto de los fosfitos en el
desarrollo de la podredumbre morena en frutos y los posibles cambios en rendimiento y calidad
derivados de su aplicacion en pre y poscosecha.

Hipotesis

En el cultivo de duraznero, los tratamientos preventivos con activadores de resistencia,
como fosfitos de potasio y calcio, reducen el crecimiento del patdégeno y la susceptibilidad del
hospedante a M. fructicola. Estos activadores mejoran la calidad poscosecha del fruto.

Objetivo general

Evaluar el efecto de tratamientos preventivos con fosfitos, sobre el crecimiento de M.
fructicola, susceptibilidad del hospedante al patégeno y sobre parametros de calidad post

cosecha de frutos de duraznero.

Objetivos especificos
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1. Evaluar el efecto de fosfitos de potasio y calcio sobre la germinacion de conidios
y el crecimiento micelial in vitro de M. fructicola, agente causal de la podredumbre morena en

duraznero.

2. Determinar el efecto de los tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
expresion de sintomas frente a la infeccion por M. fructicola, en distintas etapas del crecimiento

del fruto y distintos cultivares de duraznero.

3. Determinar el efecto de los tratamientos con fosfitos sobre la expresion de
compuestos asociados a mecanismos de resistencia inducida frente a la infeccion por M.

fructicola, en distintas etapas del crecimiento del fruto y en distintos cultivares de duraznero.

4, Evaluar el efecto de tratamientos precosecha con fosfitos y fosfitos en mezcla con
fungicida, sobre el desarrollo de podredumbre morena y caracterizar el efecto de los tratamientos
mencionados, sobre pardmetros de calidad poscosecha de frutos, como tamafio, peso, color,

firmeza y sélidos solubles totales.

5. Evaluar el impacto ambiental de los fosfitos.
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Capitulo I

Efecto de fosfitos de potasio y calcio sobre la
germinacion de conidios y el crecimiento
micelial in vitro de Monilinia fructicola
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CAPITULO |

EFECTO DE FOSFITOS DE POTASIO Y CALCIO SOBRE LA GERMINACION DE CONIDIOS
Y EL CRECIMIENTO MICELIAL IN VITRO DE M. fructicola

2.1. INTRODUCCION

La podredumbre morena causada por M. fructicola continta provocando dafios relevantes
a los durazneros a pesar de los productos quimicos utilizados para su prevencién en pre y

poscosecha (Moreira et al., 2002).

En el mercado existe una creciente demanda por obtener fruta libre de residuos, por lo
gue se estan ensayando compuestos de menor impacto a la salud humana y al medio ambiente

como alternativas de control, entre estos compuestos se encuentran los fosfitos.

Los mecanismos de accion involucrados en los efectos profilacticos de los fosfitos
incluyen accion directa sobre el patégeno e indirecta sobre el hospedante (Smillie et al., 1989,
Reuveni et al., 2003; Deliopoulos et al., 2010; La Spada et al., 2021). El ion fosfito, al entrar en
contacto con los organismos fitopatégenos, afecta su crecimiento y reproduccion, influyendo en
la expresion de genes que codifican la sintesis de compuestos indispensables en la estructura y
fisiologia celular (Lai et al., 2017; La Spada et al., 2021; Morales-Morales et al., 2022). Ademas,
al entrar a las células del tejido vegetal (accién indirecta), activa los mecanismos de defensa que
restringen la penetracion y supervivencia de los patdgenos en la planta (Brackmann et al, 2004;
Boneti y Katsurayama, 2011; Yafiez-Juéarez et al., 2018; La Spada et al., 2021).

La mayor parte de los trabajos publicados sobre fosfitos estan relacionados con el control
de oomycetes (Brackmann et al., 2004; Graham, 2011); sin embargo, estos compuestos también
mostraron ser eficientes sobre el control de otros patdgenos, por ejemplo, Colletotrichum
gloeosporioides, Venturia inaequalis, Penicillium expansum, Botrytis cinérea en manzanas
(Ferrer Laiva y Moggia Lucchini, 2005; Lutz et al., 2015), y M. fructicola en duraznos (Ogoshi et
al., 2013).

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de fosfitos de potasio y calcio sobre el

crecimiento micelial y reproduccion in vitro de M. fructicola.
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2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Aislamiento del patégeno

Se obtuvieron colonias de M. fructicola a partir de frutos con sintomas recolectados en la
zona de San Pedro (Buenos Aires) y provincia de Mendoza. Los aislamientos se extrajeron de la
zona de avance de la infeccion y se sembraron en cajas de Petri sobre medio Agar Papa
Glucosado (APG), depositando cuatro o cinco cortes de pulpa de durazno por caja. Se trabajo
bajo camara de flujo laminar durante todo el proceso. Luego se incub6 a 25°C por una semana,
con 12 h de oscuridad y 12 h de iluminacion con luz fluorescente (F36W/T8/154) (Mufioz et al.,
2008). Los aislamientos obtenidos se repicaron para descartar presencia de otros patégenos y
luego se procedi6 a la obtencion de cepas puras a través de cultivos monosporicos. Los
aislamientos y cultivos monospoéricos se realizaron en el laboratorio de Fitopatologia de la
Agencia de Estacion Experimental del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA)

San Pedro.
2.2.2. Cultivos monosporicos

Dentro de la camara de flujo laminar se colocé una gradilla con seis (6) tubos Eppendorf
de 1,5 mL rotulados, para realizar las diluciones respectivas desde 10! hasta 10¢; en cada tubo
se colocd 900 pL de agua destilada estéril. Paralelamente a esto, se agregé 5 mL de agua
destilada estéril en la caja Petri que contenia el cultivo del hongo con esporulacién abundante.
La caja se movio lentamente con el fin de suspender las esporas en el volumen de agua afadido.
Después, con una micropipeta se tomé 100 pyL de esta solucién con esporas y se colocaron en
el primer tubo Eppendorf. Luego de agitar vigorosamente para homogenizar la distribucion de
esporas en el volumen de agua del primer tubo con la concentracién 102, se tomé de éste 100
UL de solucion y se la pasé al Eppendorf de 102 y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién
10®. Posteriormente, se sembraron 50 pL de cada dilucién de esporas en una caja Petri con
medio APG, distribuyendo uniformemente con un asa de vidrio previamente flameada.
Finalmente, las cajas sembradas en medio APG se incubaron a 25°C por una semana. Pasado
este tiempo, se escogieron las cajas en las cuales las colonias provenientes de esporas
individuales habian crecido independientemente, las mismas fueron sembradas en nuevas cajas
de Petri con medio APG.
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2.2.3. ldentificacién molecular de M. fructicola

Para la caracterizacién molecular se realizd extraccién de ADN a partir de un cultivo de

siete dias del micelio de una colonia de Monilinia (cepa 345) en placa de Petri (4 placas).

Se paso6 un tip sobre dos placas de cultivo para levantar el micelio (sin agar) y se depositd
la muestra sobre un mortero estéril, que se envolvié en papel de aluminio (mortero + pilén +
micelio + un tubo Eppendorf) y se coloco en freezer (-20°C). Luego de 20 minutos se molié en
mortero y se paso6 al eppendorf frio. Alli se siguié el protocolo de extraccion de ADN del kit
DNeasy Plant Mini kit (QIAGEN).

El primer paso fue agregar 400 pL de buffer AP1 + 4 uL de RNAsa A y se dejo incubar
durante 30 min vortexeando cada 10 min. Esta incubacion fue mas prolongada a lo que
recomienda el kit debido a que no se utilizé nitrégeno liquido, a fin de asegurar la ruptura del

micelio. Luego se continud el protocolo segun recomienda el instructivo del kit.

Finalmente, el ADN obtenido se eluy6 de la columna con 100 pL de buffer AE + una

segunda elucién con 50 L del mismo buffer.

Se prepararon 2 mixes de PCR para cargar 1y 10 uL de ADN.

Mix PCR 1 (para 1 yL de ADN) Mix x 5
dH:20 11,3 uL 56,5 pL
Buffer (10X) con KCI 2,5 uL 12,5 uL
dNTPs (2 mM c/u) 2 uL 10 yL
CloMg (25 mM) 3 uL 15 L
Laxa R2 (10 uM) 1,25 uL 6,25 pL
M0368-5 (10 pMm) 1,25 uL 6,25 pL
M0368-8R (10 uM) 1,25 uL 6,25 uL
MO068-10R (10 pM) 1,25 pL 6,25 L
Tag Polimerasa (Thermo) 0,2 uL 1ul
Vf=24 L _ Vf =120 uL
ADN 1ul
V=25 pL
Mix PCR 2 (para 10 uL de ADN) Mix x 5
dH20 2,3 uL 11,5 uL
Buffer (10X) con KCI 2,5 L 12,5 uL
dNTPs (2 mM c/u) 2 uL 10 pL
CloMg (25 mM) 3 pL 15 uL
Laxa R2 (10 pM) 1,25 uL 6,25 pL
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MO0368-5 (10 uM) 1,25 ulL 6,25 UL

MO0368-8R (10 puM) 1,25 pL 6,25 pL
MO068-10R (10 pM) 1,25 pL 6,25 pL
Tag Polimerasa (Thermo) 0,2 uL lul
Vf =15 pL - Vf =75pL
ADN 10 puL
Vf =25 pL

La PCR se realizé en un termociclador Eppendorf.

Los tubos 1 a 4 fueron cargados con 1 pL de ADN o agua miliQ (NT) y los tubos 5 a 8
fueron cargados con 10 uL de ADN o agua (NT). Al cargar los productos (10 uL) en el gel de
agarosa 1,5 % de 8 calles no se cargd el control NT (muestra 8) para dejar un lugar para el
marcador de peso molecular (100 pb). Las muestras 1, 2, 5, 6 fueron corridas con un ciclador

marca Eppendorf y el resto con otro equipo al cual se quiso poner a prueba.

Identificacion de las muestras en la PCR
1- Monilinia 345

2- NT
3- Monilinia 345
4- NT
5- Monilinia 345
6- NT

7- Monilinia 345

8- Marcador de peso molecular

Los cebadores (primers) utilizados (C6té et al., 2004), fueron los desarrollados para
amplificar la misma regién gendmica que M. laxa y M. fructigena. Se usé un mismo primer reverso
(M0368-5) y tres especificos por especie M0368-8R5" GCA AGG TGT CAA AAC TTC CA-3
especifico para M. fructigena y M. polistroma; M0368 -10R 5" AGA TCA AAC ATC GTC CAT CT-
3" especifico para M. fructicola y Laxa-R2 5° TGC ACA TCA TAT CCC TCG AC-3" (especifico

para M. laxa).
2.2.4. Efectividad in vitro de los fosfitos sobre el crecimiento micelial de M. fructicola

Los tratamientos a evaluar consistieron en diferentes concentraciones de dos productos
comerciales, fosfitos de potasio (FFK) (300cc/hl, CS P2,0s 7,2%; K 12,9%) y fosfitos de calcio
(FFCa) (300cc/hl, CS P,0s 29,7%, Ca 12,7%).
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Una vez obtenidas las colonias de M. fructicola, a partir de dos cepas de San Pedro (341
y 345) y dos cepas de Mendoza (MS-1 y MS-2), las mismas fueron incubadas en medio APG a
25°C con 12h de oscuridad y 12h de iluminacién con luz fluorescente (F36W/T8/154). Luego de
siete dias de crecimiento en dichas condiciones, se extrajeron discos de colonia de 5mm de
didmetro con un sacabocado previamente esterilizado y se colocaron en el centro de cajas de
Petri con medio APG enriquecido con diferentes concentraciones de FFK y FFCa (Tabla 1), con
la acidez corregida al valor del tratamiento testigo. Los fosfitos, previamente esterilizados en
autoclave, se afiadieron al medio APG, cuando éste se encontraba al estado liquido y alcanzé

una temperatura de 50°C (Zavala — Ledn et al., 2005).

Tratamiento Producto Dosis (%) fosfitos

1 APG + Agua destilada

2 APG + Fosfito de potasio (FFK) 0,1
3 APG + Fosfito de potasio (FFK) 0,2
4 APG + Fosfito de potasio (FFK) 0,3
5 APG + Fosfito de calcio (FFCa) 0,1
6 APG + Fosfito de calcio (FFCa) 0,2
7 APG + Fosfito de calcio (FFCa) 0,3

Tabla 1. Tratamientos de FFK y FFCa ensayados en diferentes dosis (%). APG (Agar papa
glucosado).

Las colonias se incubaron en camara en condiciones de oscuridad y a 25°C. Se

sembraron cuatro cajas de Petri por cepa (342, 345, MS-1 y MS-2) y tratamiento (Tabla 1).

Para evaluar el efecto de los fosfitos sobre el crecimiento del patégeno, se midié
crecimiento radial de la colonia (cm), cada 48h, en los ejes horizontal y vertical, con ayuda de un
calibre. Las mediciones se realizaron hasta que el crecimiento micelial del tratamiento testigo

completod la caja.

Con los datos obtenidos de crecimiento de colonia (cm) se calcul6 el efecto de los fosfitos
sobre el patdégeno a través de la variable porcentaje de inhibicion (1) del crecimiento con respecto
al testigo, | = (C-Tr) / C*100; siendo I: Porcentaje de Inhibicién, C: Crecimiento radial en el control

y Tr: Crecimiento radial en el tratamiento (Perera Gonzalez et al., 2010).

El experimento se repitié cuatro veces para las cepas de la provincia de Buenos Aires y
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dos veces para las cepas de Mendoza.

2.2.4.1. Analisis estadistico

Se analiz6 cada experimento por separado y conjuntamente. Se hicieron test de
normalidad para la variable, los cuales no fueron rechazados, por lo que se realiz6 un ANOVA
mixto con medidas repetidas de los tratamientos (no testigo) con el paquete estadistico SAS on
demand. Para las medidas repetidas se probaron distintos modelos para la matriz de variancias
y covariancias mediante comparaciones con el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) siendo
ARH(1) (autoregresivo heterogéneo de orden 1) y antedependencia(l) los que mejor ajustaron.
Ademas, se complementé con el test LSD de Fisher con un nivel de significancia del 5% para

cada evaluacion y promedio de evaluaciones de cepas y tratamientos.

2.2.5. Efectividad in vitro de los fosfitos sobre la geminacion de conidios de M. fructicola,

mediante la técnica de microdilucion en caldo.

Se sometieron conidios de M. fructicola a diferentes concentraciones de FFK y FFCa, de
manera de obtener una valoracion cuantitativa de la capacidad de inhibicion como agente

microbiano y conocer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de estos compuestos.

La CMI se define como la concentracidbn mas baja capaz de inhibir cualquier crecimiento

fungico visible (Llivicura Alvarado, 2018; Ortiz Bravo, 2018; Badaracco et al., 2020).

Se evalug el efecto de ocho diluciones de FFK y FFCa.

2.2.5.1. Preparacion del Inoculo

Se utilizé un aislamiento del hongo M. fructicola (cepa 345), el cual fue sembrado en

medio Agar Jugo V8 e incubado a 25°C durante 15 dias hasta esporular (Figura 1).
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Figura 1. M. fructicola esporulada en medio V8. Cepa 345

aislada de San Pedro, provincia de Buenos Aires.

Las esporas del hongo se obtuvieron inundando la superficie del cultivo con agua
destilada estéril. La solucién se agitd por tres a cinco minutos. Luego se filtré la suspension con
gasa estéril y se ajusté hasta obtener una concentracion final de 1,5 - 2,5 x 10 > UFC/mL™?, usando

una camara de Neubauer.
2.2.5.2. Preparaciéon del medio de cultivo liquido caldo papa dextrosa (PDB)

Se disolvio 12,5 g de harina de papa en un litro de agua destilada, se llevé a ebullicién
durante 30 minutos y filtr6. Luego se afiadid glucosa (20 g) y se ajust6 el pH a 5,5. El caldo fue

esterilizado en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

2.2.5.3. Preparacion de las soluciones de trabajo

Se prepararon soluciones stock de FFK (20,1%) y FFCa (42,4%). La solucion stock a
partir del tratamiento 2 se realiz6 utilizando alicuotas de la solucion 2X del tratamiento 1 (*). Las
concentraciones evaluadas de ambos fosfitos fueron: 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 y
0,0125% (Tabla 2). Ademas, se incluy6 un control positivo (testigo con agua) y un control quimico

con fungicida comercial Tebuconazole SC 43 % (Folicur).
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Tratamiento 1X 2X AGUA Fosfitos [1%)]
ESTERIL

1 0,5% 1%* 9.9 mL 100 pL

2 0,4% 0,8% 2mL 80 UL 8000 L
3 0,3% 0,6% 4 mL 60 pL 6000 pL
4 0,2% 0,4% 6 mL 40 pL 4000 pL
5 0,1% 0,2% 8 mL 20 pL 2000 pL
6 0,05% 0,1% 9 mL 10 pL 1000 pL
7 0,025% 0,05% 9,5 mL 5 UL 500 pL
8 0,0125% 0,025% 9,75 mL 2 uL 250 pL

Tabla 2. Diluciones de trabajo. FFK y FFCa. * a partir de esta soluciéon se prepararon el resto de
las diluciones de trabajo.

2.2.5.4. Técnica de microduliciéon en caldo

Los productos a evaluar se prepararon agregando 100 pL a 99,9 ml de Caldo papa
dextrosa (PDB) a concentracion 2X (Tabla 2). La prueba de microdiluciéon se llevo a cabo en
placas de 96 pocillos con concentraciones crecientes del fungicida. Las concentraciones
evaluadas fueron 0,0125%, 0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5% de FFK y FFCa

respectivamente.

El in6culo se prepar6 en agua destilada estéril a una concentracion final de esporas entre
1.5 - 2.5 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), realizando el conteo con

camara de Neubauer.

Se procedié a colocar los compuestos a ensayar (FFK, FFCa y fungicida comercial:
Tebuconazole) en la placa plastica de 96 pocillos, el tratamiento testigo con agua, blanco con
agua y blanco con caldo PDB. Luego se sembraron 100 pL del inéculo con pipeta multiple en los
diferentes tratamientos con FFK, FFCa, Tebuconazole y testigo con agua. Se sell6 la placa con
parafilm, para evitar evaporacion del medio, y se incub6 a 25°C durante 48h (Ramirez y Marin,
2009).

Posterior a la incubacion se adicion6 40 pL bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

2,5difeniltetrazolium (MTT) para medir actividad metabdlica. Las células vivas y metabdlicamente
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activas son capaces de reducir el MTT, de color amarillo en solucién a formazan, compuesto
insoluble que precipita en forma de cristales violeta, evidenciando actividad metabdlica (Ramirez
y Marin, 2009). De este modo se determind el crecimiento o no de M. fructicola (Llivicura
Alvarado, 2018), a través de observacion visual (Ramirez y Marin, 2009).

Para determinar la efectividad de la prueba y como prueba confirmatoria se sembré por
superficie en caja de Petri con APG, 20 uL del contenido de cada celdilla, y se incub6 por 48 h a
25°C. La siembra se hizo por triplicado y al final de la incubacién se hizo un recuento de UFC

(unidades formadoras de colonias).

2.2.5.5. Analisis estadistico

Se evaluaron unidades formadoras de colonias UFC a 48 h de la incubacién por triplicado
y se calculé el % de inhibicion (1) en comparacion con el tratamiento testigo. Se realiz6 analisis
con el paquete estadistico SAS on demand, utilizando modelo lineal generalizado con distribucion
binomial y funcién de ligazén logit. Se complementd con el test LSD de Fisher con un nivel de

significancia del 5%. Ambos fosfitos se analizaron por separado.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Identificacion molecular de M. fructicola

Al observar el gel en luz UV se detect6 una banda de 535 pb en las calles de las muestras
1 y 5 pertenecientes a las muestras Monilinia 345 (1 y 10 uL) corridas en el termociclador

Eppendorf. Las muestras cargadas en el otro termociclador no dieron ninguna banda.
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Figura 2. Foto gel muestra Monilinia 345

Ante estos resultados se afirma que la muestra Monilinia 345 con la que se trabajé en esta Tesis

correspondié a un aislamiento de M. fructicola.

2.3.2. Efectividad in vitro de los fosfitos sobre el crecimiento micelial de M. fructicola

Se analiz6 el efecto de los tratamientos con FFK y FFCa, sobre cuatro cepas de M.
fructicola, en diferentes tiempos de incubacién (Tabla 3). Los datos que se muestran en la Tabla
3 corresponden a dos evaluaciones independientes del mismo experimento. Luego, se analizd
también cada evaluacion de la experiencia por separado, donde se muestran los resultados

parciales por cepa (Anexo ).

Los resultados muestran que las cepas se comportaron de manera diferencial ante los
tratamientos con fosfitos (Tabla 3) (Figura 2). También se manifestaron diferencias entre

tratamientos en cuanto al porcentaje de inhibicion del crecimiento del patégeno.

FV F
EAVALUACION 110,65**
CEPA 17.44%*
EVALUACION x CEPA 24,58**
TRATAMIENTO (Tr) 14,77**
EVALUACION x Tr 3,65**
CEPA x Tr 4,16*
TIEMPO DE INCUBACION (t) 9,80**
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EVALUACION x t 65,12**

CEPA xt 5,68**
Tr xt 1,58*

Tabla 3. ANOVA general para el efecto de tratamientos con FFK y FFCa sobre porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial para las cepas 341, 345, MS-1 y MS-2. Los * indican diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05). Las fuentes de variacion correspondientes a cepa,
tratamiento y cepa x tratamiento, son las que fueron comparadas con test LSD. Tr=
Tratamiento; t= Tiempo de incubacion.

En cuanto al efecto de los tratamientos, los FFK 0,2% y FFK 0,3% ejercieron mayor efecto,
para las cepas 341 y 345. Para la cepa MS-1, los tratamientos de mayor efectividad fueron los
FFK 0,2 %; los FFCa 0,2% y FFCa 0,3%; mientras que para la cepa MS-2, el tratamiento que
mayor presion ejercio sobre M. fructicola fue el FFK 0,3%, le siguieron FFK 0,2% y FFCa 0,2%
(Figura 2).
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INHIBICION DEL CRECIMIENTO RESPECTO

BFFK0,1% ®FFKO0,2% OFFKO0,3% ®FFCa0,1% BFFCa0,2% ®FFCa0,3%

Figura 2. Efecto de los tratamientos con fosfitos de potasio (FFK) y calcio (FFCa), en diferentes
dosis (0,1; 0,2 y 0,3%), sobre la inhibicién del crecimiento del patégeno (%) en cuatro cepas
distintas (341; 345, MS-1 y MS-2). Este gréfico corresponde al promedio de dos evaluaciones y
todos los tiempos de incubacion. Letras diferentes manifiestan diferencias estadisticamente
significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05). Las barras verticales representan * el error
estandar de la media.
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A continuacion, se muestra el efecto de los tratamientos de fosfitos sobre cada cepay en

cada evaluacion independiente del experimento (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de tratamientos con fosfitos de potasio (FFK) y calcio (FFCa), a diferentes
concentraciones sobre la inhibicion del crecimiento de micelio de cuatro cepas de M. fructicola.
Los graficos correspondientes a las letras A; C; E y G corresponden a la primera evaluacion del
experimento, mientras que los graficos B; D; Fy H, corresponden a la segunda evaluacioén. Letras
diferentes manifiestan diferencias estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p<
0,05). Las barras verticales representan + el error estandar de la media.

Se evidencia adem@s interaccion entre evaluacion x tratamientos (Tabla 3), en la cual
se observan mayores % | en la segunda evaluacion respecto a la primera; aun asi, las tendencias
del efecto de los fosfitos sobre el crecimiento de las cepas son similares. Se observa que los FFK
0,2% y FFK 0,3% fueron més efectivos en el control del crecimiento in vitro de M. fructicola.

Luego le siguieron en efectividad el FFCa 0,3% y FFCa 0,2% (Figura 4).
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Figura 4. Efecto medio de los tratamientos con fosfitos de potasio (FFK) y calcio (FFCa), en
diferentes dosis (0,1; 0,2 y 0,3%), sobre la inhibicién del crecimiento de cuatro cepas de M.
fructicola (%), para las dos evaluaciones del experimento. Letras diferentes manifiestan
diferencias estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05) entre tratamientos
para cada evaluacién. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.

En la Figura 2 se muestra la interaccion cepa x tratamiento, pero también se manifesto
interaccion significativa evaluacion x cepa (Tabla 3). En la Figura 5 se grafica dicha interaccion
con el fin de observar el comportamiento de las cepas ante los tratamientos. Como se evidencia
en ambas evaluaciones las cepas mas sensibles a los tratamientos con fosfitos fueron las cepas
345 (cepa San Pedro) y MS-2 (cepa Mendoza). Ante esta respuesta se eligié trabajar con la
CEPA 345 por ser mas sensible ante los tratamientos y por ser originaria de la zona de San
Pedro.
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Figura 5. Respuesta de las cuatro cepas de M. fructicola sometidas a diferentes tratamientos de
fosfitos de potasio (FFK) y calcio (FFCa), para cada evaluacion del experimento. Letras diferentes
manifiestan diferencias estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05) entre
cepas para cada evaluacion. Las barras verticales representan = el error estandar de la media.
Ademas, se hicieron dos evaluaciones mas del experimento sobre las cepas 341 y 345,
dénde sélo se ensayaron los FFK en diferentes dosis (Tabla 4). Al igual que en las experiencias
previas, los FFK 0,2% y FFK 0,3%, fueron los méas efectivos en controlar el crecimiento de M.

fructicola, respecto a la dosis mas baja (Figura 6).

FV F
CEPA 0,15
TRATAMIENTO (Tr) 15,01*
CEPA x Tr 0,69
TIEMPO DE INCUBACION
(t) 1,85
CEPA x t 4, 75**
Trxt 0,89

Tabla 4. ANOVA para el efecto de tratamientos con fosfitos de potasio (FFK) a diferentes
concentraciones, sobre % de inhibicion del crecimiento del patdgeno respecto al testigo, para las
cepas 341y 345. Los * indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). Las fuentes
de variacion correspondientes a tratamiento (Tr) fue comparada con test LSD. Tr= Tratamiento.t=
Tiempo de incubacion.
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Figura 6. Efecto de los tratamientos con FFK, en diferentes dosis (0,1; 0,2 y 0,3%), sobre la
inhibicion del crecimiento de M. fructicola (%). Letras diferentes manifiestan diferencias
estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05). Las barras verticales
representan * el error estandar de la media. Estos resultados corresponden a dos evaluaciones
del experimento realizados en diferentes momentos, sobre las cepas 341y 345.

2.3.3. Efectividad in vitro de los fosfitos sobre la geminacion de conidios de M. fructicola,

mediante la técnica de microdiluciéon en caldo.

2.3.3.1. Caracterizacion cualitativa de la actividad microbiana ante tratamientos.

La figura 7 muestra las placas en donde se realizaron los ensayos de viabilidad mediante
el método de MTT. Como puede observarse, existe una relacion dosis-respuesta, en donde las
concentraciones mas altas (1, 2 y 3) inducen una alta caida de la viabilidad del hongo, mientras
qgue, a dosis mas bajas, no parece observarse efecto. En ambos casos se observa que el

tratamiento quimico (Folicur) no manifesté actividad contra el patégeno.
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Figura 7. Ensayo de microdiluciéon en placas. A. Evaluacion de distintas concentraciones de
FFK. B. Evaluacién de distintas concentraciones de FFCa. Donde 1: 0.5; 2: 0.4; 3: 0.3; 4: 0.2; 5:
0.1; 6: 0.05; 7: 0.025y 8: 0.0125%. Bco. blanco con agua. T. testigo con agua. Fol. fungicida
comercial Tebuconazole (Folicur). Caldo. blanco con caldo PDB.

2.3.3.2. Unidades formadoras de colonias

Ambos fosfitos mostraron diferencias altamente significativas en el porcentaje de
inhibicion de germinacion de conidios respecto al tratamiento testigo (Tabla 5). El FFK a la
concentracion 0,5% alcanzé valores de inhibicién (I) del 100% (CMI), mientras que la dosis de
0,4% manifesto 1=65,20% =+ 2,8. Las demas diluciones presentaron I< 28% (Tabla 6). Por otro
lado, las concentraciones 0,5 y 0,3% del FFCa mostraron | de 96,67% * 0,94 y 89,45% + 1,72,
similar al funguicida comercial Tebuconazole I= 100 %. Las otras dosis presentaron | de

germinacion menores al 50%. No se obtuvo una CMI para el FFCa (Tabla 7).

FFK FFCa
FV F F
Tratamiento 27,66** 45,11**
Repeticion 22,28** 62,07**
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Tabla 5. ANOVA del efecto de diferentes concentraciones de FFK y FFCa sobre porcentaje
inhibicion de germinacion de conidios. Los * indican diferencias estadisticamente significativas
(p< 0,05). ** indican diferencias altamente significativas (p< 0,01).

Tratamientos

porcentaje de Inhibicién

germinacion

FFK 0,5% 100+ 0,45 a
FFK 0,4% 65,20+ 2,8 b

FFK 0,3% 18,84 £ 2,27 d

FFK 0,2% 18,84 £ 2,27 d

FFK 0,1% 13,06 + 1,94 de

FFK 0,05% 12,11 +1,87 e

FFK 0,025% 12,11 +1,87 e

FFK 0,0125% 27,68+ 2,64 c
Folicur (Tebuconazole) 100+ 0,45a
Caldo 100+ 0,45 a

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion de la germinacién de conidios, luego de los tratamientos con
FFK, mediante la expresion de las medias y el error estandar de la media. * Medias con letras
diferentes en cada columna, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de LSD

(P<0,05).

Tratamientos

% Inhibicién germinacion

FFCA 0,5% 96,67 +0,94 b
FFCA 0,4% 50+3,64d

FFCA 0,3% 89,45+ 1,72 ¢

FFCA 0,2% 22,66 £ 2,47 f

FFCA 0,1% 10,60+ 1,72 g

FFCA 0,05% 0+0h

FFCA 0,025% 35,93+292e
FFCA 0,0125% 40,54 + 3 de
Folicur (Tebuconazole) 100 £ 0,04 a
Caldo 100 £ 0,04 a

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de la germinacion de conidios, luego de los tratamientos con
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FFCa, mediante la expresion de las medias y el error estandar de la media. * Medias con letras
diferentes en cada columna, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de LSD
(P<0,05).

2.4, DISCUSION

Existe evidencia de la efectividad de los fosfitos sobre Oomycetes. La eficacia de los FFK
ha sido demostrada contra numerosas especies de hongos, como Peronospora parasitica,
Penicillum digitatum (Cocco et al., 2016), Colletotrichum gleosporioides (Ogoshi et al., 2013). En
frutos de pepita también se ha demostrado su eficiencia contra Venturia inaequalis, Alternaria

alternata y Phytophthora cactorum (Amiri y Bompeix, 2011).

En este trabajo se investigo el efecto in vitro de diferentes concentraciones de fosfitos de
potasio y calcio sobre M. fructicola. Las dosis méas altas de fosfitos ensayadas para estudiar la
inhibicion del crecimiento de M. fructicola fueron menores a 1 mg/mL o 3 mL/L (0,3%), mientras

gue para estudiar la inhibicién de germinacion de conidios fue de 1,3 mg/mL o 5 mL/L (0,5%).

La concentracion de 0,5% de FFK, la cual equivale a 1,3 mg/mL, inhibié completamente
la germinacién de conidios de M. fructicola a 48h de incubacién a 25°C; mientras que, para los
FFCa, a la misma dosis se obtuvo un 96,67% de inhibicién de germinacion de conidios. Amiri y
Boimpex (2011) encontraron que la germinacién de conidios de Penicillum expansum se inhibi6
totalmente a concentraciones de 4mg/ml, lo que equivale a 1,5% de FFK a 96 h de incubacion.
Es decir que para P. expansum se alcanzé la CMI a mayores dosis y mayores tiempos de
incubacién respecto a los hallado para M. fructicola en nuestro experimento. Lai et al. (2017) por
otra parte, también probaron fosfitos de potasio in vitro para P. expansum en dosis mas bajas
respecto a las utilizadas por Amiri y Boimpex (2011), y observaron que los FFK en dosis
crecientes hasta alcanzar concentraciones de 5 mmol/L, lo que equivale a concentraciones de
0,2% para nuestro experimento o 0,5 mg/mL FFK, mejoraron la actividad antimicrobiana sobre
dicho patogeno, alcanzando un efecto inhibitorio estable en el desarrollo del hongo, y reduciendo
la tasa de germinacién de esporas por debajo del 15% respecto al control. En cuanto al
crecimiento micelial del patégeno, Amiri y Boimpex (2011) observaron que la inhibicion fue mayor
del 92% 7 dias luego de la incubacion a concentraciones de 2 mg/mL o 0,76% FFK; mientras
gue a concentraciones de 1 mg/mL o 0,4% de FFK, la inhibicién del crecimiento del hongo fue
del 50% o menor. En este trabajo de tesis las dosis ensayadas sobre el crecimiento micelial de
M. fructicola fueron menores respecto a las ensayadas para P. expansum. A dosis de 0,2% (0,5
mg/mL) y 0,3% (0,77 mg/mL) FFK observamos inhibiciones del 30 al 65% a 12 dias de
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incubacién, mientras que para FFCa las inhibiciones encontradas fueron del orden del 30 y 60%

dependiendo de la cepa de M. fructicola.

Ogoshi et al. (2013) también comprobaron la efectividad de FFK sobre Colletotrichum
gloeosporioides, ensayando dosis de 5 (0,5% FFK) y 10 mL/L (10% FFK), que inhibieron la
germinacion de conidios alrededor de 51,1% y 63,1% respectivamente; y la inhibicién del
crecimiento micelial en un 20,9% y 19,5%, valores mas bajos respecto a los encontrados en
nuestro trabajo para M. fructicola, aunque utilizaron dosis mas altas de fosfitos. También existe
evidencia de la efectividad de FFK in vitro con valores de EC90 500 pg/mL sobre la germinacion
de conidios y crecimiento micelial de Alternaria alternata (Reuveni et al., 2003). En esta tesis, la
dosis equivale a la concentracion de 0,2% de FFK, con valores de efectividad antimicrobiana

menores sobre M. fructicola, respecto a los alcanzados por Reuveni et al., 2003.

A partir de los resultados expuestos, los tratamientos con fosfitos inhiben
significativamente la germinacion de conidios y el crecimiento micelial de M. fructicola, lo que
esta de acuerdo con las investigaciones de otros autores en otros modelos experimentales.
También, de acuerdo con Amiri y Bompeix (2011), fueron necesarias dosis mayores de fosfitos

para producir la inhibicién de conidios, respecto a la inhibicion del crecimiento micelial.

2.5 CONCLUSIONES

Los fosfitos aplicados in vitro tienen efecto directo sobre el crecimiento micelial y

germinacion de conidios de M. fructicola.

Todas las cepas de M. fructicola respondieron ante la aplicaciéon de fosfitos in vitro,

aunque con diferente susceptibilidad.

Los FFK tuvieron, en general, mayor efectividad in vitro respecto a los de FFCa. Para
ambos fosfitos se necesitaron dosis mas altas para inhibir la germinacion de conidios respecto al

crecimiento del micelio.

Los fosfitos de potasio y calcio, en dosis de 0,2 y 0,3%, podrian ser contemplados en el

manejo preventivo de M. fructicola.
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Capitulo II

Efecto de tratamientos con fosfitos de potasio y
calcio sobre la expresion de sintomas frente a la
infeccidon con M. fructicola, en distintas etapas del

crecimiento del fruto
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CAPITULO Il

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON FOSFITOS DE POTASIO Y CALCIO SOBRE LA
EXPRESION DE SINTOMAS FRENTE A LA INFECCION POR M. fructicola, EN DISTINTAS
ETAPAS DEL CRECIMIENTO DEL FRUTO.

3.1 INTRODUCCION

M. fructicola produce tizon de flores, que luego desarrolla en cancros en los tallos y hacen
de fuente primaria de indculo para infecciones latentes sobre frutos en estado inmaduro. Las
infecciones latentes suelen permanecer invisibles, desarrollandose podredumbre sobre el final
de temporada en estado de madurez de fruto, particularmente en cultivares de maduracion
temprana (Emery et al, 2000) y en poscosecha (Keske et al, 2011). Los frutos de carozo
inmaduros generalmente no exhiben sintomas o signos de infeccién por M. fructicola, a menos
gue el ingreso y colonizacién se vean favorecidos por lluvia prolongada o humedad seguida de
una herida. Sin embargo, aun sin herida, los frutos inmaduros pueden albergar infecciones

asintomaticas (Emery et al, 2000).

Varios autores mencionan la existencia de un patrén estacional de susceptibilidad en
frutales de carozo a M. fructicola durante el crecimiento del fruto. El fruto de durazno tiene una
curva doble sigmoidea durante su crecimiento, con tres etapas definidas. La etapa | y lll se
caracterizan por un rapido crecimiento de las paredes del ovario, mientras que en la etapa Il o
fase intermedia, el crecimiento externo del fruto es escaso. Sin embargo, en esta etapa, se
produce el crecimiento del embrién, del endosperma y esclerificacion del endocarpio (Casierra
et al., 2004; Sozzi, 2007; Gariglio et al., 2014), evento mas importante en dicho periodo, la cual
comienza a finales de la primera etapa de crecimiento del fruto, se acentlia en la segunda etapa,
y en algunos casos, segun la variedad, se prolonga hasta la tercera etapa (Casierra et al., 2004).
El proceso de desarrollo desde el cuaje hasta madurez tiene una duracién variable de 55 a 270
dias, entre variedades extremas, de acuerdo al ciclo del cultivar y requerimientos de horas de
frio del mismo (Gariglio et al., 2014). Segun esto, la etapa Il en el desarrollo del fruto es la méas
variable, mientras que las etapas | y Ill son similares en una variedad temprana y tardia. La etapa
| tiene una duracién aproximada de 4 a 5 semanas después de plena floraciéon para los frutos de
carozo en variedades tradicionales, mientras que la etapa Il puede variar entre 1 a 9 semanas,

segun la variedad. Finalmente, la etapa Ill puede abarcar de 4 a 5 semanas antes de plena
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madurez (Biggs y Northover, 1988).

Los frutos a inicios de su desarrollo son susceptibles a la infeccién, mientras que cercano
a la etapa de endurecimiento de carozo y formacién del embrién se vuelven resistentes, para
luego perder esa resistencia en la etapa de maduracion (Biggs y Northover, 1988; Northover y
Biggs, 1990; Lee y Bostock, 2006; Keske et al, 2011; Chiu et al., 2013; Mustafa et al., 2021; Dini
et al., 2023).

La naturaleza especifica y el momento de cambio de susceptibilidad -resistencia y
viceversa- no estan claros hasta el momento (Biggs y Northover, 1988; Gradziel, 1994; Mari et
al, 2003). Algunos autores sugieren que podria deberse a una resistencia mecanica por parte de
los frutos inmaduros a la penetracion de conidios, a la presencia de sustancias inhibidoras en
tejidos verdes que previenen la penetracién de M. fructicola, o una respuesta bioquimica por
parte del hospedero a la penetracion de conidios, inactivando, de esta manera, al patégeno (Mari
et al., 2003).

Determinar cémo las infecciones latentes desarrollan durante la temporada de
crecimiento de los frutos es un paso importante para el manejo de la enfermedad (Keske et al,
2011). Emery et al. (2000), mencioné que las infecciones latentes son mas importantes en
regiones templadas humedas, donde la podredumbre de la fruta puede progresar rapidamente.
Un mejor conocimiento de la evolucion de la susceptibilidad del hospedante durante las distintas
etapas del crecimiento del fruto es fundamental para un control mas efectivo del patdgeno,

disminucion del costo de produccion y de los riesgos medioambientales.

Como se menciond en el primer capitulo, los fosfitos tienen una accién directa sobre el
patégeno e indirecta sobre el hospedante; éstos son absorbidos de forma rapida por la planta 'y
presentan un alto grado de solubilidad y movilidad (Moor et al., 2009; Ogoshi et al., 2013; Yafiez-
Juérez, 2017). Ademas, tienen caracter sistémico (ascendente y descendente), siendo
absorbidos por las raices, los tallos y las hojas (Ogoshi et al., 2013). Teniendo en cuenta estos

antecedentes, se evaluaron los fosfitos en condiciones in vivo sobre plantas de duraznos.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de FFK y FFCa sobre la expresion de
sintomas en frutos de dos cultivares de duraznero, en distintos estados de desarrollo y sometidos

a inoculacién en condiciones controladas.

3.2. MATERIALES Y METODOS
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Para llevar adelante este objetivo, la metodologia de trabajo se dividi6 en dos

experimentos que se desarrollaron en forma simultanea.

1- evaluacion del efecto de los tratamientos de fosfitos aplicados en poscosecha, en laboratorio

en condiciones controladas, y

2- evaluacion del efecto de los tratamientos de fosfitos aplicados en precosecha, mediante

pulverizaciones en planta.

Las experiencias se hicieron sobre dos cultivares de duraznero de diferente ciclo de
madurez y comportamiento ante la enfermedad. Se seleccion6é "Flordaking” de maduracion

temprana, y "Elegant Lady’, de maduracion intermedia y con alta predisposicion a la enfermedad.
3.2.1. Experimento poscosecha

A partir de un mes de plena floracion a madurez, se recolectaron frutos de dos cultivares
de duraznero, Flordaking y Elegant Lady, de dos lotes experimentales sin aplicacion de
fungicidas, ubicados en la Estacién Experimental INTA San Pedro (Latitud: 33° 41' SUD,
Longitud: 59° 41' W.G). El experimento se llevo a cabo durante los afios 2015 y 2016, para
"Flordaking’, y los afios 2015, 2016 y 2017 para "Elegant lady’. El primer afio, las recolecciones
se hicieron con frecuencia semanal, mientras que los afios restantes se hicieron con frecuencia
guincenal. En cada muestreo se extrajeron 1400 frutos, los cuales se trasladaron al Laboratorio
de Fitopatologia de la EEA INTA San Pedro y asperjaron con dosis crecientes (0,1; 0,2 y 0,3%)
de FFK (CS P 7,2%; K 12,9%) y FFCa (CS P20s5 29,7%, Ca 12,7%). También se trataron frutos
con agua, que sirvieron como controles negativos. Previo a la aplicacion de tratamientos, se
corrigié la acidez al valor del tratamiento testigo. A la mitad de los frutos (700) se los inoculé con
30 pL de una suspension de conidios (10° - 10°) de M. fructicola (cepa 345), con micropipeta en
la zona de la sutura (Figura 8) (Northover y Biggs, 1990; Northover y Biggs, 1995); mientras que
a la otra mitad se les practicé una herida (H) a una profundidad de 2 mm con un punzoén estéril
sumergido en la solucién de conidios (Figura 9). Los muestreos se realizaron, desde un mes de
plena floraciéon hasta madurez, durante el primer afio de experimentacion, y constaron de 20
frutos/tratamiento/repeticién, con cuatro repeticiones completamente aleatorizadas; mientras que
para los otros afios de experimentacion se us6 un disefio experimental con tres bloques

completamente aleatorizados, con muestras de 20 frutos/tratamiento/repeticion. Todos los afios,
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en cada muestreo semanal se midié con calibre (cm) a una submuestra de frutos y se observo
estado de formacién de carozo. Las variables analizadas fueron incidencia y severidad de
podredumbre morena a los 3 (Dini et al.,2022) y 7 dias de inoculacién, en cada muestreo o
cosecha (Cs). La variable incidencia se evalu6 como el numero de frutos afectados por la
podredumbre del total muestreado y la variable severidad como porcentaje de tejido de fruto
afectado.

Figura 8. Inoculacion de frutos de duraznero en la zona
de sutura con suspension de conidios 10°-10° de M.

fructicola.

Figura 9. Herida del fruto e inoculacion con

punzon estéril a 2 mm de profundidad.

3.2.2. Experimento precosecha

A partir del afio 2016, el ensayo se realizd en ambos cultivares, haciendo las aplicaciones
de los tratamientos FFK y FFCa en diferentes dosis (0,1; 0,2 y 0,3%), sobre las plantas en el
campo. Previamente se corrigié la acidez al valor del tratamiento testigo. De esta manera, los
siete tratamientos se aplicaron sobre dos filas de plantas con un arreglo de tres bloques al azar;
14 plantas por bloque y dos plantas por tratamiento, con una frecuencia quincenal desde un mes
de plena floracion a cosecha. Al dia siguiente de aplicar los tratamientos, se extrajeron 20 frutos
por tratamiento por repeticién y fueron llevados al laboratorio de EEA INTA San Pedro, donde se
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determind estado de desarrollo de los frutos, en base al tamafio con calibre, y evaluacién de
formacion del carozo y embridn, segun la facilidad de apertura del mismo con cuchillo (Lee y
Bostock, 2006). Ademas, de la misma manera que en el experimento de poscosecha, a la mitad
de la muestra se lainocul6 con 30 pL de una suspensién de conidios (10°-108/mL) de M. fructicola
sobre la sutura de los mismos, con micropipeta. Por otro lado, a la mitad restante de la muestra
(10 frutos por tratamiento por repeticion) se les practico una herida a dos mm de profundidad,
con punzon estéril previo sumergido en la solucion de conidios. Se evaluaron las variables
incidencia y severidad a los tres y siete dias de inoculados. En el afio 2017, se repiti6 este mismo
experimento para el cultivar Elegant Lady, por presentar mayor variabilidad en su

comportamiento.
3.2.3. Andlisis estadistico

Cada ensayo fue analizado de forma separada para las variables incidencia 3 dias
después de inoculacion (Dl), incidencia 7DI, severidad 3DI y severidad 7Dl con andlisis de
modelo lineal generalizado mixto mediante el PROC GLIMMIX de SAS con distribucion Beta (por
tratarse de porcentajes) y funcién de ligazon logit. En todos los ensayos el modelo de andlisis
contempl6 la fuente de variacién tratamiento, herida y dias después de plena floracion (DDPF)
como efectos simples y las correspondientes interacciones dobles y triples. No se considerd
modelo de medidas repetidas debido a que las observaciones en el tiempo (DDPF) fueron

tomadas independientemente.

También, se realizé el andlisis conjunto de todos los ensayos tomando solo la fecha de
madurez con la misma distribucién y funcién de ligazén, que ademas tiene en cuenta la

heterogeneidad de variancias por ser modelo mixto.

Por otro lado, se hizo un andlisis de regresién simple entre las variables incidencia y
severidad a 7 dias, y variables climaticas: temperatura minima, temperatura maxima, heliofania,

humedad relativa y precipitaciones acumuladas, para ambos cultivares.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efecto de tratamientos con fosfitos sobre incidenciay severidad en "Flordaking”

En ambos experimentos (tratamientos de poscosecha y precosecha), las variables

incidencia (Tabla 8) y severidad (Tabla 9) presentaron diferencias significativas a lo largo del
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desarrollo del fruto. Ademas, se evidencié un comportamiento diferencial ante la enfermedad, en
los frutos heridos y no heridos, en los diferentes estados de desarrollo del fruto, para la incidencia
en el experimento poscosecha (Figura 10) y a los siete dias después de inoculacion en
experimento precosecha (Figura 11). La severidad en el experimento poscosecha (Figura 12), a
tres y siete dias después de inoculacion, también mostré diferencias entre frutos heridos y no
heridos en los distintos estados de desarrollo del fruto, pero no asi en el experimento precosecha.
Las diferencias ante el desarrollo de la enfermedad en frutos heridos y no heridos tendieron a
minimizarse en etapas previas a la cosecha (90-95 DDPF). Dicho comportamiento, podria
deberse a que la epidermis, primera barrera ante la entrada del patégeno, en estados avanzados

de madurez es delgada y con microfisuras, siendo el fruto mas susceptible a la enfermedad.

Respecto a los tratamientos con fosfitos, para las variables incidencia (Tabla 8) y
severidad (Tabla 9), no se manifestaron diferencias significativas en ninguno de los dos
experimentos. Sin embargo, hubo interaccién estadisticamente significativa entre tratamientos y
DDPF a siete dias de inoculacién para incidencia (Tabla 8) y severidad (Tabla 9), durante el
primer afio de experimentacion poscosecha. Durante el segundo afio se mantuvo dicha
interaccion a tres dias de inoculacién sélo para la variable incidencia (Tabla 8). Ademas, se
manifestd triple interaccion entre Tr x H x DDPF para los tratamientos poscosecha, a 3Dl en el

afio 2015 para la variable incidencia (Tabla 8), la cual se muestra en el ANEXO II.

INCIDENCIA (%) "Flordaking”

TRATAMIENTOS
FV TRATAMIENTOS POSCOSECHA PRECOSECHA
2015 2016 2016
DI 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS
FV F F F F F F
Tr 0,90 1,88 1,79 1,28 0,19 0,16
H 908,33** 1014,95** 20,44** 1,53 0,00 2,33
TrxH 1,81 3,12** 1,32 0,33 0,51 0,16
DDPF 174,03** 185,45** 69,47** 152,32** 21,06** 91,9**
Tr x DDPF 1,09 2,47 1,68* 1,27 0,18 0,40
H x DDPF 88,77** 66,82** 10,45** 4,78** 1,42 4,10**
Tr x H x DDPF 1,67** 1,03 1,41 0,39 0,52 0,53

Tabla 8. Andlisis de variancia para la variable incidencia (%) de podredumbre morena, a3y 7
dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos cultivar Flordaking;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK y FFCa, aplicados en poscosecha y precosecha, en
dos afios consecutivos. DI= dias después de inoculacién; Tr= Tratamiento; H= heridas; DDPF=
dias después de plena floracién o edad del fruto. Los ** indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticas significativas (prueba LSD de Fisher,
p< 0,05).
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SEVERIDAD (%) "Flordaking”

TRATAMIENTO
FV TRATAMIENTOS POSCOSECHA PRECOSECHA
2015 2016 2016
DI 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS
FV F F F F F F
Tr 0,87 0,91 0,94 1,42 0,41 0,09
H 220,89** 870,03** 17,51** 0,03 0,13 0,36
TrxH 0,57 2,99** 0,52 0,36 0,33 0,14
DDPF 170,69** 216,94** 44,74** 341,03** 21,05** 116,93**
Tr x DDPF 1,01 1,98** 1,20 0,98 0,55 0,60
H x DDPF 24,65** 58,73** 10,49** 5,27** 0,07 1,31
Tr x H x DDPF 0,97 1,28 1,13 0,72 0,44 0,27

Tabla 9. Analisis de variancia para la variable severidad (%) de podredumbre morena, a 3y 7
dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos cultivar Flordaking;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK y FFCa, aplicados en poscosecha y precosecha, en
dos afios consecutivos. DI= dias después de inoculacién; Tr= Tratamiento; H= heridas; DDPF=
dias después de plena floracién o edad del fruto. Los ** indican diferencias estadisticamente
significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,01). Los * indican diferencias estadisticas significativas
(prueba LSD de Fisher, p< 0,05).
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Figura 10. Incidencia (%) de podredumbre morena en frutos heridos y no heridos a lo largo de
su desarrollo, durante dos afios consecutivos. Experimento poscosecha. A y B. Incidencia (%) a
3 y 7 dias de inoculacion - afio 2015. C y D. Incidencia (%) a 3 y 7 dias de inoculacién — afio
2016. "Flordaking". DI= Dias desde inoculacion. DDPF= Dias después de plena floracion
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Figura 12. Severidad (%) de podredumbre morena en frutos heridos y no heridos a lo largo de
su desarrollo, durante dos afios consecutivos. Experimento poscosecha. A y B. Severidad (%) a
3 y 7 dias de inoculacién - afio 2015. C y D. Severidad (%) a 3 y 7 dias de inoculacién — afio
2016. Cultivar Flordaking. DI= Dias desde inoculacién. DDPF= Dias después de plena floracion.

En cuanto al comportamiento de los tratamientos a siete DI, el FFK 0,1% y 0,3% a 67

DDPF, y el FFK 0,3% a los 87 DDPF mostraron menores valores de incidencia respecto al testigo

sin tratar. A 95 DDPF el FFCa 0,3%, redujo la incidencia en un 21% respecto al testigo (Tabla

10) en el afio 2015. Al afo siguiente, a tres DI los tratamientos mas efectivos para la incidencia

fueron FFK 0,3% y los fosfitos de calcio en sus tres dosis, a 90 DDPF.
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TRATAMIENTOS POSCOSECHA
ANO 2015 2016
DDPF 67 87 95 90

DI 7 Dias 7 Dias 7 Dias 3 Dias
TESTIGO 44,09 £ 6,32 ab 73,77 £5,27 ab 69,30+4,45a 48,89+7,17 a
FFKO0,1% 20,60+ 4,53 ¢ 73,24 + 5,61 abc 70,22+441a 21,60 £ 5,90 bc
FFK 0,2% 27,32 +5,71 bc 76,35 +£ 5,29 ab 68,79 +4,49 a 36,82 + 6,93 ab
FFK 0,3% 23,31 +4,69c 57,12+ 6,29 C 66,01 + 4,64 a 19,19+5,28 ¢
FFCa 0,1% 34,72 + 6,31 bc 83,56 + 3,77 a 69,69+ 4,44 a 13,90+ 4,27 c
FFCa 0,2% 54,87 +7,06 a 81,78+4,31a 70,32 +4,39a 11,67 +3,74 c
FFCa 0,3% 27,20 + 5,68 bc 60,64 + 6,59 bc 48,14 £5,35b 19,03 +5,23 ¢

Tabla 10. Estudio de la variable incidencia (%) de podredumbre morena en frutos “Flordaking”
ante distintos tratamientos poscosecha. Los resultados muestran las medias y sus
correspondientes desvios estandar. DDPF= Dias después de plena floracién o edad del fruto.
DI= Dias después de inoculacion en condiciones controladas de laboratorio con M. frucitcola.
FFK= Fosfitos de potasio. FFCa= Fosfitos de calcio. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05).

Para la severidad, se manifest6 comportamiento diferencial entre tratamientos
poscosecha a siete DI, a 67 y 95 DDPF en el afio 2015. A 67 DDPF los tratamientos mas
efectivos fueron los FFK en sus tres dosis respecto al testigo, mientras que a 95 DDPF el FFCa
0,3% se destaco con valores de severidad del 19% mientras que el testigo present6 34% (Tabla
11).

TRATAMIENTOS POSCOSECHA
ANO 2015
DDPF 67 95
]| 7 Dias
TESTIGO 12,03 + 2,05 a 34+250a
FFKO0,1% 566+1,30c 355+255a
FFK 0,2% 576+135c 33,68+250a
FFK 0,3% 6,24 + 1,36 bc 31,20+ 2,40 a
FFCa 0,1% 9,94 + 1,93 abc 346+250a
FFCa 0,2% 10,47 £ 1,91 ab 342+250a
FFCa 0,3% 7,53 + 1,65 abc 19.3+2,26b

Tabla 11. Estudio de la variable severidad (%) de podredumbre morena en frutos “Flordaking”
ante distintos tratamientos poscosecha, a 67 y 95 DDPF. Los resultados muestran las medias y
sus correspondientes desvios estandar en frutos cv. Flordaking. Afio 2015. DDPF= Dias después
de plena floracién o edad del fruto. DI= Dias después de inoculacién en condiciones controladas
de laboratorio con M. fructicola. FFK= Fosfitos de potasio. FFCa= Fosfitos de calcio. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05).

53



Para ambas variables se observa una manifiesta tendencia del fruto "Flordaking” a
contraer enfermedad con M. fructicola en la etapa final de madurez de fruto (etapa Ill). En etapas
iniciales (Etapa 1) del fruto, también se observa enfermedad a 7DI. Del mismo modo, en los
experimentos se evidencia una menor predisposicion del fruto a enfermarse a los 60 DDPF,

coincidiendo con el final de endurecimiento del endocarpio y formacién del embrién (etapa Il).

3.3.2. Efecto de tratamientos con fosfitos sobre incidenciay severidad en cultivar
Elegant Lady

La variable incidencia manifesté interaccién entre frutos heridos y DDPF todos los afios
para los experimentos de poscosecha y precosecha, a excepcion de 3 DI en el afio 2017 (Tabla
12 y 13). Los frutos manifestaron una mayor predisposicion a enfermarse en los estados finales
cercanos a cosecha, al igual que “Flordaking”. Por otro lado, durante el periodo de formacion del
endocarpio (45 a 90 DDPF), se observo variabilidad en su comportamiento ante la enfermedad
en los diferentes afios, con un pico de incidencia cercano a los 73 - 75 DDPF y posterior caida
entre 80 y 90 DDPF, que se hizo mas notorio en frutos heridos y coincidiendo con el final de la

etapa Il (Figura 13).

Ademas, hubo interaccion tratamientos x DDPF en los experimentos de poscosecha
durante los afios 2015 y 2017; y una interaccion triple tratamiento x herida x DDPF en el afio
2015y a 7 DI en el afio 2017 para los experimentos de poscosecha, la cual se muestra en el
ANEXO II. En el afio 2015 las diferencias entre tratamientos se manifestaron desde 52 DDPF a
73 DDPF, etapa Il de desarrollo del fruto para esta variedad; mientras en 2017 las diferencias se
expresaron solo a los 73 DDPF. En el afio 2015, los FFK 0,1%, 0,2% y 0,3% presentaron valores
mas bajos de incidencia ante la enfermedad a tres DI a 73 DDPF, manteniéndose dichas
diferencias a siete DI, con valores de entre 30 y 50% menos respecto al testigo; a excepcién del
FFK 0,1%. Ademas, los FFK 0,1, 0,2 y 0,3% también manifestaron diferencias de incidencia
respecto al testigo a siete DIl a los 52 y 58 DDPF. Los FFCa 0,1 y 0,2% si bien manifestaron ser
efectivos a tres y siete DI a 73 DDPF, y a 7Dl a 58 DDPF, el FFCa 0,3% mostré un
comportamiento mas estable en el tiempo, desde los 52 a los 73 DDPF, a siete DI en el afio 2015
y repitiendo la efectividad a los 73 DDPF del afio 2017 (Tabla 14).
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TRATAMIENTOS POSCOSECHA

FV 2015 2016 2017
DI 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS
FV F F F F F F
Tr 3,05** 5,70** 2,08* 1,11 1,77 8,61**
H 292,13** 456,35** 93,57** 119,17** 22,43** 123,98**
TrxH 1,83 6,37** 1,60 0,39 1,27 3,49**
DDPF 44,09** 168,71** 119,64** 124,24** 75,96** 145,31**
Tr x DDPF 1,37* 2,48** 0,93 0,51 2,22%* 3,66**
H x DDPF 61,50** 92,44** 30,18** 19,53** 6,09** 13,96**
Tr x H x DDPF 2,16** 5,83** 1,40 0,98 0,91 1,53*

Tabla 12. Analisis de variancia para la variable incidencia (%) de podredumbre morena, medida
a 3y 7 dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos "Elegant Lady’;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK y FFCa, aplicados en poscosecha en diferentes
afios. Tr: Tratamiento; H: heridas; DDPF: dias después de plena floracién o edad del fruto. Los

** indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias
estadisticas significativas (p<0,05).

TRATAMIENTOS PRECOSECHA
FV 2016 2017
DI 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS
FV F F F F
Tr 0,79 1,77 0,52 0,94
H 34,74** 41,69** 1,99 30,87**
TrxH 0,94 0,72 0,08 0,84
DDPF 33,51** 28,88** 19,66** 67,17**
Tr x DDPF 1,06 0,94 0,82 0.56
H x DDPF 37,22** 14,35** 0,79 12.26**
Tr x H x DDPF 0,71 0,75 0,17 0.25

Tabla 13. Analisis de variancia para la variable incidencia (%) de podredumbre morena, medida
a 3y 7 dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos "Elegant Lady’;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK 'y FFCa, aplicados en precosecha en diferentes afos.
Tr: Tratamiento; H: heridas; DDPF: dias después de plena floraciéon o edad del fruto. Los **
indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,01).
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Figura 13. Incidencia (%) de podredumbre morena en frutos heridos y no heridos a lo largo de
su desarrollo, ante tratamientos poscosecha con fosfitos, durante tres afios consecutivos. Ay B.
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Incidencia (%) a 3 y 7 dias de inoculacién - afio 2015. C y D. Incidencia (%) a 3 y 7 dias de
inoculacion — afio 2016. E y F. Incidencia (%) a 3 y 7 dias de inoculacién — afio 2017. Cultivar
Elegant Lady. DI= Dias desde inoculacion. DDPF= Dias después de plena floracion.
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TRATAMIENTOS POSCOSECHA
ANO 2015 2017
DI 3 Dias 7 Dias 7 Dias
DDPF 58 65 73 52 58 73 73
(T;%ST' 9152213 | 9,92£252ab | 255844062 | 7632+502a | 62316072 | qooc, 4en, | 214025072
FFK0,1% | 343£108c | 823+215bc | 922+236b | 5271%584bc | 14412338¢ | 4804+7.16ab | 1466417 a
FFK 0,2% | 564+ 1,59 abc | 11,85+291ab | 9,60+ 2,44 b | 5027 £520¢ | 2033+4.42bc | 31.40621b | 19,734,834
FFK 0,3% | 374 1.16bc | 1883+418a | 3,68+ 1,15C | 56.60%6,72bc | 1664381 bc | 936+237c | 13,37 £3,93 ab
FFCa0,1% | 454 +1,35abc | 9,88+ 2,51ab | 9,45£242b | 69,81 6,13 ab | 23,83 £4,68bc | 30,80 £623b | 4,02%154cC
FFCa0,2% | 919+236a | 897+231bc | 6,57 +1,79bc | 7507 4,06 | 2515 %546 bc | 3447 6,09b | 537 £ 1,98 be
FFCa0,3% | 7,60+ 2,04ab | 439+135c | 6,95+1,88bc | 4893 +6,07¢C | 27,97504b | 3443+621b | 3.84+1,49c

Tabla 14. Incidencia de podredumbre morena en frutos "Elegant lady’, a 3y 7 dias de inoculacion en diferentes estados de desarrollo,
para las campafias 2015y 2017. Medias y desvios del efecto de los tratamientos poscosecha de FFK y FFCa. Letras diferentes indican

diferencias significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05).
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Para la variable severidad, se observa interaccion H * DDPF para todos los afios en
ambos experimentos, a excepcion de 3 DI del afio 2017 en experimentos de precosecha (Tabla
15 y Tabla 16). La predisposicion a contraer enfermedad se iguala entre frutos heridos y no
heridos a los 100 a 120 DDPF, etapas finales de madurez (Figura 14), al igual que ocurrié en
"Flordaking”, pudiendo deberse a que la epidermis del fruto en esos estados es mas fina y

presenta microfisuras.

La respuesta ante M. fructicola de "Elegant Lady” varié en los diferentes afios de
experimentacion, sin embargo, se puede decir que se manifiestan momentos de mayor
susceptibilidad o mayor resistencia. Durante la etapa Il de formacion del fruto, periodo que abarca
desde los 45 DDPF a 90 DDPF aproximadamente, se observo presencia de la enfermedad en
los diferentes afios. Sin embargo, hubo una tendencia que se repitid, con un pico entre los 73 y
75 DDPF y posterior caida de la susceptibilidad entre los 85 y 90 DDPF, momento de finalizacion
de la etapa ll, e inicios de la etapa lll en el desarrollo del fruto. Este comportamiento fue mas
marcado para frutos heridos, aungque también se dio en frutos no heridos. La predisposicion a
enfermarse volvié a aumentar en la etapa Ill de madurez del fruto, siendo muy marcada. En el
afio 2015 no fue tan pronunciado el pico de enfermedad en etapas finales de desarrollo respecto
a los otros dos afios de experimentos (Figura 14-B), debido a las escasas precipitaciones y a que

los frutos se cosecharon antes (100 DDPF).

Ademads, hubo interaccién Tr x DDPF en el afio 2015 y a 3Dl del afio 2017 en los
experimentos de poscosecha (Tabla 15). Por otro lado, se observé triple interaccién Tr x H x
DDPF para las experiencias de poscosecha en el afio 2015 (Tabla 15), las cuales se podran ver
en el ANEXO II.
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TRATAMIENTOS POSCOSECHA
FV 2015 2016 2017
DI 3DIAS | 7DIAS | 3DIAS | 7DIAS | 3DIAS | 7DIAS
FV F F F F F F
Tr 2,53% | 4,84 0,61 1,50 1,15 2,00
H 171,47* | 327,06* | 22,30% | 83,82* | 4,91* | 43,10%
Tr x H 1,47 4,10% 0,77 0,63 1,01 1,36
DDPE 42,59% | 212,80%* | 142,75* | 224,79* | 66,66** | 226,09**
Tr x DDPF 2,11% | 3,16% 0,49 051 | 2,09 | 1,13
Hx DDPE | 45,05 | 87,06* | 6,87* | 16,58+ | 3,23 | 11,41*
Tr x4 x DDPE | L.75* | 5,50% 1,01 0,92 0,88 0,75

Tabla 15. Andlisis de variancia para la variable severidad (%) de podredumbre morena, medida
a 3y 7 dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos "Elegant Lady’;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK y FFCa, aplicados en poscosecha en diferentes
afios. Tr: Tratamiento; H: heridas; DDPF: dias después de plena floracién o edad del fruto. Los
** jndican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,01). Los * indican diferencias
estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, p< 0,05).

TRATAMIENTOS PRECOSECHA
FvV 2016 2017
DI 3 DIAS 7 DIAS 3 DIAS 7 DIAS
F F F F
Tr 0,49 1,12 0,61 0,75
H 7,53 22,95%* 0,15 29,44%*
Tr x H 0,30 0,58 0,13 0,32
DDPF 8,74** 29,86** 29,33% 64,69*
Tr x DDPF 0,56 0,65 1,03 0,56
H x DDPF 8,46%* 15,22%* 0,43 8,67*
Tr x H x DDPF 0,30 0,74 0,22 0,26

Tabla 16. Andlisis de variancia para la variable severidad (%) de podredumbre morena, medida
a 3y 7 dias de inoculadas (DI) con M. fructicola, en frutos heridos y no heridos "Elegant Lady’;
sometidos a diferentes tratamientos de FFK y FFCa, aplicados en precosecha en diferentes afnos.
Tr: Tratamiento; H: heridas; DDPF: dias después de plena floraciéon o edad del fruto. Los **
indican diferencias estadisticamente significativas (prueba LSD de Fisher, (p< 0,01).
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En cuanto a los tratamientos, se puede observar que los FFK 0,1y 0,2%, y las tres dosis

de FFCa, son los que mayor efecto ejercieron sobre el porcentaje de area dafiada del fruto, a
3Dl y los FFK y FCa en sus tres dosis, a 7Dl en el afio 2015 (Tabla 17).
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Figura 14. Severidad (%) de podredumbre morena en frutos heridos y no heridos a lo largo de
su desarrollo, ante tratamientos poscosecha con fosfitos, durante tres afios consecutivos. Ay B.
Severidad (%) a 3 y 7 dias de inoculacién, afio 2015. C y D. Severidad (%) a 3 y 7 dias de
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inoculacion, afio 2016. E y F. Severidad (%) a 3 y 7 dias de inoculacion, afio 2017. Cultivar
Elegant Lady. DI= Dias desde inoculacién. DDPF= Dias después de floracién.

TRATAMEINTOS POSCOSECHA
ANO 2015
DI 3 Dias 7 Dias
DDPF 45 93 100 58 73
TESTIGO | 093+0,18a | 0,60+0,11a | 0,60+0,1l1a |[13,61%1,89a |2288+1,93a
FFK0,1% |0,80+0,15ab | 0,14+004d | 014+004d | 4,09+091b | 975+1,74b
FFK 0,2% | 0,47 +0,10bc | 0,32 +0,07bc | 0,32+0,07bc | 506+1,08b | 7,57 +1,55b
FFK 0,3% | 0,41+0,08c | 0,39+0,08ab | 0,39+0,08ab | 429+097b | 3,36+0,79¢
FFCa 0,1% | 0,76 £0,15ab | 0,19 +0,05cd | 0,19+0,05cd | 4,46+1,01b | 6,06 + 1,35 bc
FFCa 0,2% | 0,82+ 0,16 ab | 0,25 + 0,06 bcd | 0,25 + 0,06 bed | 5,23+1,20b | 7,46+ 1,48b
FFCa0,3% | 0,78+ 0,15 ab | 0,28 + 0,07 bed | 0,28 + 0,07 bed | 4,59 +1,01b | 10,22 +1,66 b

Tabla 17. Severidad de podredumbre morena en frutos "Elegant Lady’, a 3 y 7 dias de
inoculacion en diferentes estados de desarrollo, para la campafia 2015. Medias y desvios para
los tratamientos poscosecha, de fosfitos de potasio (FFK) y fosfitos de calcio (FFCa). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05). Método LSD Fisher.

También se analizaron ambos cultivares en conjunto, con todos los afios ensayados y

los dos experimentos (tratamientos poscosecha y precosecha), en el estado de madurez del fruto

(etapa lll), con el fin de evaluar la efectividad de los tratamientos con fosfitos sobre la enfermedad

en el estado mas susceptible del fruto. En la Tabla 18 podemos observar que se manifestd

diferencias entre tratamientos con fosfitos en ambos cultivares para la variable incidencia a siete

DI, no asi para la severidad. El tratamiento mas efectivo ante la incidencia de ambos cultivares
fue el FFK 0,2% (Figura 15).
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Effect F Value Pr>F
Trat 2.20 0.0433

H 37.66 <.0001
Trat*H 1.12 0.3528
ENS 109.56 <.0001
ENS*Trat 1.39 0.0653
ENS*H 3.20 0.0029
ENS*Trat*H 1.01 0.4604

Tabla 18. Andlisis de variancia para la variable incidencia a 7 dias de inoculacion, en estado de
madurez de fruto, para todos los ensayos de poscosecha y precosecha durante los afios, 2015,
2016, 2017, en ambos cultivares. Tr= tratamientos; H= herida. ENS= Ensayo. ** (p<0,01) =
diferencias estadisticamente significativas; * (p< 0,05) = diferencias significativas. Test LSD
Fisher.
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Figura 15. Incidencia de podredumbre morena a 7 dias de inoculacién en estado de madurez de
fruto (etapa Ill) para ambos cultivares, luego de los diferentes tratamientos con fosfitos, durante
todos los afios de ensayo y en las dos condiciones (precosecha y poscosecha). Incluye frutos
heridos y no heridos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05). Método LSD.
Las barras verticales representan + el error estandar de la media.

3.3.3. Relacion de la enfermedad con las variables climéticas

Se evalu6 la relaciéon entre el desarrollo de la enfermedad y las variables climaticas

imperantes durante los afios de experimentacion.
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A partir de los datos de incidencia y severidad en ambos cultivares, y variables climéaticas
de temperaturas maximas y minimas (T° max. y T° min.), humedad relativa (HR), precipitaciones
acumuladas y heliofania efectiva (horas de luz), se hizo un andlisis de regresion y se calcularon
coeficientes de regresion de Pearson para observar la relacion de estas variables climéticas con
la incidencia y severidad de la enfermedad a siete dias de la inoculacion. Las variables climéticas
se obtuvieron de la estacion meteoroldgica de EEA INTA San Pedro. Las temperaturas minimas
y méximas, son un promedio de los datos registrados 15 dias previos a la cosecha. En general,
se pudo observar que las variables predictoras que mejor explicaron la evolucién de la
enfermedad con una relacion positiva, tanto para incidencia como severidad y en los dos
cultivares fueron las temperaturas maximas y minimas (Figura 16, 17, 18 y 19). Para el cultivar
Elegant lady a mayores precipitaciones acumuladas se observo una tendencia de aumento de

niveles de enfermedad, si bien la regresiéon presenté un R? bajo.
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Figura 16. Relacion entre las variables climaticas, la incidencia (%) y severidad en frutos
"Flordaking’, sin tratamientos con fosfitos, a 7 dias de inoculacién. A- Relacién temperatura
maxima sobre incidencia; B- relacion temperatura minima sobre incidencia. C- Relacion
temperatura maxima sobre severidad; D- Relacién temperatura minima sobre severidad. R?:
Coeficiente de correlacién de Pearson. p<0,01 indican diferencias altamente significativas.
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Figura 17. Relacién entre las variables climaticas, la incidencia (%) y severidad (%) en frutos cv.
Elegant Lady, sin tratamientos con fosfitos, a 7 dias de inoculacion. A- Relacion temperatura
maxima sobre incidencia; B- Relacién temperatura minima sobre incidencia y C- Relacion de
lluvias (mm) sobre severidad. D- Relacion de lluvias (mm) sobre severidad; E- Relacién de
temperatura maxima sobre severidad; F- Relacion de temperatura minima sobre severidad. R?:
Coeficiente de correlacion. p<0,01 indican diferencias altamente significativas.
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En las figuras 18 y 20, se puede observar que en la etapa Il de formacion del embriéon y
lignificacion del carozo, los niveles de enfermedad, severidad e incidencia, no siempre pueden
ser explicados por las precipitaciones ocurridas y la humedad relativa. Mientras que, a inicios de
formacion del fruto y a cosecha, las precipitaciones si se relacionan con los picos de enfermedad.
Para el cultivar Elegant Lady, durante la etapa Il es mas evidente la variabilidad en los picos de
enfermedad con respecto a las precipitaciones, salvo a finales del periodo de endurecimiento del
endocarpio, donde se evidencia una caida de niveles de enfermedad, independizandose de las
variables climaticas que estan ocurriendo en dicho momento (Figura 20-A; 20-B y 20-C). En
cuanto a las temperaturas, en las graficas se pueden ver como ya se menciond, una tendencia
de aumento de la enfermedad ante incrementos de temperaturas maximas y minimas (Figura 19
y 21).

Como ya se comentd, M. fructicola en etapa Il del fruto o madurez alcanzé altos niveles
de expresién para ambos cultivares y diferentes afios. En el afio 2016, en ambas cultivares se
alcanz6 mayor incidencia y severidad a cosecha respecto a los otros afios, pudiendo deberse a
las altas precipitaciones ocurridas en dicho periodo. En "Flordaking” se alcanzaron niveles de
incidencia de 70% (2015) y 95% (2016). En el caso de "Elegant lady’, los niveles de incidencia a
cosecha fueron de 12,5%; 95% y 68% para los afios 2015, 2016 y 2017 respectivamente,
resultados que se condicen con las precipitaciones ocurridas en dicho periodo. Sin embargo,
durante la etapa Il de desarrollo del fruto, los niveles mas altos de incidencia se expresaron en
el aflo 2015 respecto a los otros afios, a pesar de que ocurrieron mas precipitaciones en el 2016.
En el 2015 en dicho periodo, se ocurrieron temperaturas minimas y maximas apenas mas altas

respecto al 2016.
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a lo largo del desarrollo del fruto “Flordaking” y las variables climéaticas precipitaciones (mm),
humedad relativa (%) y heliofania (horas). Experimentos de poscosecha A- afio 2015 y B- afio

2016.
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Figura 20. Relacion entre la incidencia y severidad de podredumbre morena a lo largo del
desarrollo del fruto "Elegant lady’, con las precipitaciones (mm), la humedad relativa (%) y la
heliofania (horas). Experimentos de poscosecha. A- afio 2015; B- afio 2016, y C- afio 2017.
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Figura 21. Relacion entre la incidencia y severidad de la podredumbre morena a lo largo del
desarrollo del fruto “Elegant lady’, con las temperaturas minimas y maximas (°C). Experimentos
de poscosecha. A- afio 2015; B- afio 2016, y C- afio 2017.

3.4. DISCUSION

Varios autores, observaron la existencia de un comportamiento diferencial en la
susceptibilidad del fruto de durazno ante la inoculacién de M. fructicola, con periodos de mayor
predisposicion a contraer enfermedad, coincidentes con etapa | y lll del desarrollo del fruto
(Mustafa et al., 2021), dependiendo de la concentracidn de in6culo, y una mayor resistencia a
comienzos de endurecimiento del carozo (Biggs y Northover, 1988; Chiu et al. 2013). Otros
autores también observaron periodos de menor susceptibilidad, coincidente con la etapa Il de
desarrollo del fruto en duraznos (Mari et al., 2003; Dini et al, 2022) y damascos ante la infeccion
con M. laxa (Mari et al., 2003).

Por otro lado, Keske et al (2011) reporté que M. fructicola puede infectar duraznos
tempranos, en cualquier etapa del desarrollo de la fruta, en climas hiumedos y subtropicales del

sur de Brasil y con in6culo presente.

En Argentina no hay experiencias hechas sobre como es el comportamiento de diferentes
estados de desarrollo de frutos de duraznero ante podredumbre morena. Es por esto que se
decidio6 estudiar la respuesta de dos cultivares de duraznero, de diferente ciclo de maduracion y
susceptibilidad ante la inoculacion con M. fructicola. En nuestro trabajo se pudo observar y

comprobar dicho patrén estacional en la predisposicion a contraer podredumbre morena, en
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etapas | (divisién celular) y Il (maduracion) en frutos de duraznero, de acuerdo con los autores
antes citados. En etapa I, se observé mayor incidencia de la enfermedad s6lo ante condiciones
climaticas favorables, como temperaturas predisponentes y precipitaciones abundantes. Sin
embargo, en el periodo de mayor resistencia, cercano a lignificacién del carozo (etapa Il) (Biggs
y Northover, 1988) ambos cultivares manifestaron diferente comportamiento. En “Flordaking”, se
repite una caida de la enfermedad o comportamiento de mayor resistencia a los 60 DDPF, final
de etapa Il y comienzo de la Ill, como menciona la bibliografia; mientras que en "Elegant lady’,
durante el periodo de lignificacion del carozo (etapa Il) de mayor duracion (45 a 90 DDPF), se
evidencia variabilidad en el comportamiento. En el afio 2015, en etapa Il se present6 mayor
incidencia que se correspondié con altas precipitaciones. Igualmente, en los diferentes afios, se
repite un pico alrededor de los 73 DDPF con una gran caida de la predisposicion ante la

enfermedad, cercano a los 85-90 DDPF.

En este trabajo de tesis, ademas se observd una mayor tendencia a contraer enfermedad
en frutos heridos respecto a frutos no heridos, aunque no en todos los casos. Dicha brecha de
desarrollo de la enfermedad entre frutos heridos y no heridos, se achic6 para ambos cultivares
en estado de maduracién. Esto podria deberse a que en dicho estado se generan microfisuras
en la cuticula del fruto haciendo de heridas, de acuerdo con Dini et al., 2023, donde menciona
gue la herida en frutos maduros aumenta la tasa respiratoria del fruto, la produccién de etileno,
lo que resulta en un ablandamiento de la pulpa, ruptura de membranas, pérdida de peso y agua

del fruto, con desarrollo de enfermedades.

Un mejor conocimiento de la susceptibilidad del fruto en los diferentes estados
fenoldgicos, permitiria un control mas eficiente del patdégeno, con menores costos de produccion

y riesgos ambientales.

En cuanto a las condiciones climaticas, si bien en los momentos de mayor susceptibilidad
natural hay una relacién entre las temperaturas maximas y minimas y las precipitaciones
ocurridas, en los momentos de mayor resistencia, la misma no siempre es explicada por las
variables climaticas; coincidiendo con Biggs y Northover (1988) quienes tampoco observaron
grandes diferencias en las variables climaticas ocurridas en los momentos de mayor

susceptibilidad y resistencia del fruto.

El uso de fosfitos es altamente investigado en agricultura, principalmente por sus efectos

contra fitopatbgenos y como bioestimulante (Deliopoulos et al., 2010). Como se explico
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anteriormente existe evidencia de sus efectos beneficiosos contra hongos y Oomycetes.
Aplicaciones foliares de FFK en cultivos comerciales de manzana, desde floracion a caida de
pétalos indujo la reduccién del nimero de frutos con sintomas de Alternaria alternata en un 60%
respecto a arboles no tratados (Reuveni et al., 2003). Los FFK también mostraron ser efectivos
contra mildiu (Plasmopara viticola) en uva, en una dosis de 7 kg/ha (Speiser et al., 2000); y contra
Colletotrichum gloeosporioides, en plantines de café a una dosis de 10 mL/L (Ogoshi et al., 2013)
equivalente a una dosis del 1%, mas elevada que las probadas en nuestra tesis. También fueron
evaluados fosfitos de potasio (40% P20s - 20% K>0) a dosis de 1,5 pL/mL para controlar mancha
foliar por Glomerella (Colletotrichum gloeosporioides) en manzanas, donde se observé un efecto
curativo aplicado 48 h luego de la infeccién, reduciendo un 62% la severidad (Araujo et al., 2010).
Por otro lado, Boneti y Katsurayama (2005) encontraron muy buenos resultados en el control de
sarna en manzana (Ventura inaequalis), con dosis de 3 mL/L de FFK (equivalente a 0,3% en las

dosis utilizadas para esta tesis), aplicados siete dias antes de la inoculacién con el patégeno.

Existen algunos trabajos exploratorios en cuanto al efecto de los fosfitos sobre M.
fructicola en Argentina (Mitidieri et al., 2017; Mitidieri et al., 2018). También existen reportes en
Brasil, donde fueron aplicados FFK y FFCa con boro en poscosecha en duraznos. Se obtuvieron
buenos resultados con los FFK sobre la incidencia de la enfermedad respecto al tratamiento
testigo; éstos mostraron ser mas efectivos respecto a los de calcio en combinaciéon con boro
(Moreira et al., 2002). Sin embargo, aplicaciones de FFK (40% de P.Os; 20% de K;0O) en frutos
de duraznos "Magnum’, por inmersion durante tres minutos, no fueron eficientes en la reduccion

de podredumbre morena causada por M. fructicola (Kaehler Sautter et al.,2011).

En esta tesis, los fosfitos de potasio (P.Os 7,2%; K 12,9%) y fosfitos de calcio (P20s
29,7%, Ca 12,7%) aplicados no alteraron el patrén de susceptibilidad de los frutos ante la
infecciébn con M. fructicola cuando fueron asperjados en precosecha, como observaron los
autores antes mencionados en otros patosistemas. Aplicaciones poscosecha, en cambio,
arrojaron resultados variables, donde los FFK 0,2%; 0,3% y FFCa 0,3% fueron mas efectivos en
"Elegant Lady” con incidencias entre un 20% y un 40% menos respecto al tratamiento testigo a
siete dias de inoculacion; mientras que para “Flordaking” los FFK 0,3% y FFCa 0,3% presentaron
menor incidencia de la enfermedad. En general los tratamientos poscosecha con fosfitos fueron
mas efectivos en "Elegant lady” respecto a “Flordaking” quizas debido a que éste ultimo cultivar,
al ser de ciclo corto, estd menos expuesto en el tiempo a la enfermedad y tiene menos

aplicaciones realizadas.
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3.5. CONCLUSIONES

Se puede afirmar que el uso de fosfitos, segun la bibliografia citada y los resultados
arrojados en estas experiencias, presentan un efecto variable ante el control de podredumbre

morena causada por M. fructicola.

Los cultivares Flordaking y Elegant lady tienen un comportamiento diferente frente a M.
fructicola y su estudio permitié establecer en qué momento fenoldgico seria necesario hacer
aplicaciones de fitosanitarios, de manera estratégica, para reducir el costo de produccién y los

riesgos medioambientales.

"Flordaking” se comporté de manera mas homogénea a lo largo de los afios y acorde a
la bibliografia. Por otra parte, "Elegant lady” presenté mayor variabilidad en su comportamiento,
quizas debido a ser un cultivar de ciclo intermedio y estar el fruto expuesto a mayor nimero de
factores durante la etapa I, que pueden afectar su susceptibilidad. Ante esto, es conveniente
mantener protegido los duraznos de M. fructicola en las etapas iniciales de crecimiento y
maduracién. En el periodo intermedio de desarrollo del fruto, la proteccion deberia estar
supeditada a las condiciones climaticas previstas para la campafa. Segun resultados de este
trabajo, seria necesario contemplar aplicaciones preventivas entre los 70y 75 DDPF, en "Elegant

lady’, al haber manifestado un aumento de susceptibilidad en los tres afios de ensayo.

Resultados de estas experiencias nos permiten concluir también y reafirmar que es de
vital importancia evitar heridas que sirvan de via de ingreso para patdégenos al fruto. Por ello, es
importante llevar adelante un manejo integrado de plagas y enfermedades, considerando que los

insectos pueden ocasionar aumento de infeccién, con la consiguiente pérdida de rendimiento.

En el patosistema M. fructicola-Prunus persica la aplicacién de fosfitos en poscosecha
fue mas efectiva que la aplicaciébn en precosecha. Teniendo en cuenta estos resultados y la
efectividad demostrada in vitro para reducir la germinacién de conidios y crecimiento micelial del
patégeno concluimos que los fosfitos podrian ser tenidos en cuenta en aplicaciones poscosecha
en la planta de empaque dando proteccion al fruto frente a la enfermedad durante el
almacenamiento; y generando ademas un efecto adicional de reducir el inéculo en las

instalaciones de la planta de empaque.

74



Capitulo III

Expresion de compuestos asociados a mecanismos
de resistencia inducida a M. fructicola, en frutos
de duraznero posterior a aplicaciones de fosfitos

de potasio y calcio

75




CAPITULO 1Nl

EXPRESION DE COMPUESTOS ASOCIADOS A MECANISMOS DE RESISTENCIA
INDUCIDA A M. fructicola, EN FRUTOS DE DURAZNERO POSTERIOR A APLICACIONES
DE FOSFITOS DE POTASIO Y CALCIO

4.1. INTRODUCCION

El manejo tradicional de enfermedades en arboles frutales se basa en la aplicacién de
fitosanitarios desde floracion a cosecha (Bostock et al.,1999). La identificacion de aislados de
Monilinia spp. tolerantes a benzimidazoles y dicarboximidas y la reducida disponibilidad en el
mercado de nuevos fungicidas debido al elevado costo de registro que presentan, han hecho
necesario ir en la blisqueda de alternativas de control. Tales estrategias incluyen desarrollo de
cultivares resistentes a podredumbre morena, control biolégico e induccion de resistencia
hospedera (Gradziel, 1994).

La seleccion de genotipos resistentes aun es muy limitada, a pesar de estar en muchos
programas de mejoramiento genético, debido a la falta de conocimiento de buenas fuentes de
resistencia o inmunidad (Dini, 2019). La resistencia del duraznero a Monilinia sp. es una
caracteristica cuantitativa (poligénica), dificil de transmitir a la progenie y altamente influenciados

por el medio ambiente (Raseira y Franzon, 2014; Dini, 2019).

En general, las plantas contrarrestan el ataque de patégenos ya sea mediante
caracteristicas estructurales que actian como barreras fisicas e impiden que el patdgeno
penetre, o por medio de reacciones bioguimicas que tienen lugar en sus células y tejidos, que
producen sustancias toxicas para el patbgeno o generan condiciones adversas para el mismo;

como, por ejemplo, los compuestos fendlicos (Hernandez Navarro, 2008).

Los principales fenoles en la epidermis y capas celulares subepidérmicas en el duraznero,
incluyen los fenilpropanoides, como &cido clorogénico (CGA) y cafeico (CA), y los flavonoides

catequina y epicatequina (Bostock et al., 1999).

La infeccién de un patégeno induce el aumento de compuestos fendlicos en la planta
como mecanismo de proteccion del tejido dafiado. El incremento en el contenido de fenoles y

acumulacion de fitoalexinas estimularon la resistencia en plantas de café inoculadas con
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Hemileia vastatrix y Pseudomonas syringae. Ademas, se observaron altos niveles de resistencia
a M. fructicola en duraznos californianos asociado a gran cantidad de compuestos fendlicos
(Hernandez Sanchez et al., 2002; Chiu et al., 2013).

Las plantas presentan una serie de mecanismos de defensa desencadenados una vez
gue el patdgeno entra en contacto con el tejido. En algunos modelos de interaccién hospedero-
patégeno se ha demostrado el papel de enzimas como peroxidasas (POD), polifenoloxidasas
(PPO) y glucanasas (Caicedo et al., 2009). Asi, las peroxidasas estan involucradas en las
respuestas a enfermedades porque catalizan la oxidacion de fendlicos para la formacién de
lignina. Ademas, estan involucradas en reacciones oxidativas de la superficie celular como
generadoras de radicales libres y peréxido de hidrégeno, los cuales son téxicos para muchos
organismos, desempefiando una funcion importante en defensa vegetal (Caicedo et al., 2009).
Por otro lado, la polifenoloxidasa (PPO) se ha relacionado con alto grado de susceptibilidad de
las plantas a enfermedades, la cual ha sido observada después de la infeccién de virus, bacterias,

hongos y dafios mecéanicos (Herndndez Sanchez et al., 2002).

Elucidar los mecanismos bioquimicos en la interaccion hospedero-patdégeno contribuye
al entendimiento de como responde la planta a la presencia del hongo, necesario para el manejo
de la enfermedad (Caicedo et al., 2009).

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de los FFK y FFCa sobre la expresion de
compuestos relacionados con los mecanismos de resistencia frente a la infeccion de M. fructicola,

en diferentes estadios de desarrollo del fruto de duraznero.

Para alcanzar este objetivo, primero se determind el contenido de metabolitos
relacionados con los mecanismos de resistencia inducida, y luego se hizo una evaluacion

comparativa de la actividad de enzimas del sistema antioxidante, como la POD y de PPO.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. In6culo y material vegetal

Se utilizé un aislamiento del hongo M. fructicola proporcionado por el Laboratorio de
Fitopatologia de la EEA INTA San Pedro (33°44'12.7"S, 59°47'58.2"W), el cual fue sembrado en

medio APG e incubado a 25°C durante 15 dias hasta esporular. Las esporas del hongo se
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obtuvieron inundando la superficie del cultivo con agua destilada estéril. Luego se filtré la
suspensién con gasa estéril y se ajustd a una concentracion de 1 x 10 © conidios mL™? usando un

hemacitémetro.

El material vegetal consistié en frutos de durazno (Prunus persica, L. Batsch) de los
cultivares Flordaking y Elegant Lady, cosechados en dos lotes experimentales de EEA INTA San
Pedro sin riego, tratados con fosfitos y cosechados en los estados de desarrollo: endurecimiento
de Carozo (EC), que es el momento de mayor resistencia a contraer enfermedad, y el estado de
cosecha(Cs), que es el momento de mayor susceptibilidad a M. fructicola. Ambos estadios
correspondieron a 60 dias después de plena floracion (DDPF) y 93 DDPF para ‘Flordaking’, 55
DDPF y 110 DDPF para ‘Elegant Lady’.

Para determinar el estadio de desarrollo en el que se encontraban los frutos al momento
de muestrear, se midié diametro con calibre y se evalué el estado de desarrollo del embrién, por
la facilidad de division del carozo y embrién utilizando un cuchillo. De esta manera, los frutos en
estado de FV (etapa | de division celular), el carozo y embrién fueron rapida y facilmente
escindidos con un cuchillo. En los frutos en etapa Il (EC), el endocarpio se encontr6é endurecido,
con lo cual éste y el embrién no fueron escindidos por el cuchillo (Lee y Bostock, 2006). Por
ultimo, los frutos en estado de madurez o cosecha (Etapa Ill) tenian tamafio comercial por

expansion celular y color.

4.2.2. Aplicacion de tratamientos a campo

Se aplicaron fosfitos, quincenalmente, desde un mes después de plena floracién hasta la
cosecha, en ambos cultivares. Se ensayaron tres tratamientos: a) 0,3% FFK (300cc/ hl, CS P205
7,2%; K 12,9%), b) 0,3% FFCa (300cc / hl, CS P205 29,7%, Ca 12,7%) y c) control (agua), en

un disefo de blogue con tres repeticiones.

4.2.3. Determinacion del contenido de metabolitos relacionados con los mecanismos de
resistencia

4.2.3.1. Disefio del experimento

Al dia siguiente de la aplicacién a campo de los fosfitos fueron cosechados 20 frutos por
tratamiento por repeticion, en ambos cultivares. Luego fueron llevados al Laboratorio de Biologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Agrarias de Zavalla, en donde se llevé a cabo la extraccion
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y determinacion de fenoles en base a la metodologia descripta por Coseteng y Lee (1987); y

ACG a través del procedimiento descripto por Mapson et al. (1963) modificado.

Se obtuvieron extractos a partir de la pulpa de cada muestra de frutos, durante dos afios
consecutivos (2017 y 2018), los cuales fueron almacenados en frascos de vidrio color caramelo
y cierre hermético, en heladera para cuantificar fenoles totales y &cido clorogénico a partir de

medidas espectrofotométricas.

En el afio 2018 se obtuvieron extractos a partir de la piel de frutos, inoculados con M.
fructicola en condiciones controladas de laboratorio y sin inocular; en ambos cultivares. De la
muestra de frutos recolectada, 10 frutos por tratamiento y por repeticion fueron inoculados sobre
la sutura, con 30 pL de una suspensién de conidios de M. fructicola; mientras que los otros 10
no fueron inoculados. Los frutos inoculados y sin inocular fueron mantenidos a temperatura
ambiente por 6 horas antes de ser llevados al laboratorio para la extraccion de fenoles totales y
ACG.

4.2.3.2. Determinacion de fenoles totales

La extraccion y determinacién de fenoles totales se llevd a cabo segun Coseteng y Lee
(1987).

Una muestra de 50 g de pulpa de duraznos fue homogeneizada con 100 mL de solucién
de etanol al 80% y hervida durante cinco minutos. Luego se la centrifugd a 8000 rpm durante 5
minutos de donde se obtuvo un residuo y sobrenadante. Al residuo se le adicion6 nuevamente
100 mL de etanol al 80%, se lo llevé a hervir por diez minutos para la extraccion de fenoles, y se
volvié a centrifugar durante otros cinco minutos, obteniendo otro sobrenadante. Se combinaron

ambos extractos o sobrenadantes y se los llevé a un volumen final de 250 mL con etanol.

Al extracto con alcohol se lo diluy6é para obtener una lectura de absorbancia dentro del
rango de 10 a 100 pug/mL. A un mililitro del extracto se le afiadié 10 mL de agua destilada, 2 mL
de fenol Folin-Ciocalteau, se mezclé la muestra, después de 5 minutos se agregd 2 mL de
solucion saturada de Na,COs y luego se agitdé con vortex. Se midi6 absorbancia a 640 nm
(A640nm) después de 1 h. La cantidad de compuestos fendlicos totales se calcul6 a partir de una

curva estandar de catecol (1 mg/ 5mL etanol 80%) preparada en el mismo momento.

4.2.3.3. Determinacion de acido clorogénico (ACG)

79



Para obtener una lectura de absorbancia < 1 fue necesario diluir el extracto de alcohol. El
contenido de ACG se determind de la siguiente manera: a 5 mL del extracto de alcohol diluido,
se le agregaron 1 mL de solucion de NazMoO4 (50 g/L) y 1mL de etanol (500 mL/L). Después de
mezclar, una alicuota de 5 mL de la solucién preparada se mezclé con 1 mL de solucion de etanol
(500 ml/L).

Se cuantifico el contenido de acido clorogénico a través de medidas espectrofotométricas,
haciendo lecturas de absorbancia a 370 nm. La concentracion de ACG se calculé a partir de una
curva estandar (10-50 pg/mL) preparada en el mismo momento.

4.2.3.4. Andlisis estadistico

El contenido de fenoles totales y acido clorogénico en pulpa se analizé en forma conjunta
para ambos afios, mientras que la evaluacion en piel fue de un solo afio. El disefio utilizado fue
BCA con tres factores: estado de fruto (EF), afio y tratamiento, para metabolitos en pulpa; y
estado de fruto, inoculacién y tratamiento para metabolitos en piel de frutos. El test para
comparacion de medias fue el Test LSD Fisher al 5% de significacién. El paquete estadistico
utilizado fue INFOSTAT (Di Rienzo, 2010).

4.2.4. Evaluacion comparativa de actividad enziméatica antioxidante (PPO, POD),

relacionada con los mecanismos de resistencia
4.2.4.1. Disefio del experimento

Al dia siguiente de aplicar los tratamientos a campo se recolectaron 50 frutos por
tratamiento de cada réplica y cultivar, y se llevaron al laboratorio. Las muestras se trasladaron
de inmediato al Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agrarias y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta ser procesadas. De cada muestra de 50 frutos por
tratamiento por repeticidn, se tomo un subgrupo de 12 frutos, a los cuales se les extrajo la piel y
se guardé dicho tejido en paquetes de 2 g a -80°C hasta su utilizacion. Los frutos restantes (38
frutos) de las muestras iniciales fueron inoculados en forma artificial con 30 puL de una suspensién
de 1 x 10 ® conidios mL* de M. fructicola; los cuales fueron sometidos al mismo procedimiento
de extraccion del epicarpio luego de 6, 24 y 48 h de inoculados, para ser guardados a -80°C

hasta su utilizacion.
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Cada muestra de 2 g de piel crioconservada fue sometida a una extraccion proteica para

determinar comparativamente actividades enzimaticas de PPO y POD por espectrofotometria.

En la Tabla 19 se muestran los momentos de evaluacion de las actividades enzimaticas
de POD y PPO.

Estado TDI
Endurecimiento | Al (antes de la | 6 horas 24 horas 48 horas
de carozo (EC) inoculacion) /0
horas
Cosecha (Cs) Al (antes de la | 6 horas 24 horas 48 horas
inoculacién) / 0
horas

Tabla 19. Momentos de evaluacion de la actividad enzimatica POD y PPO para los dos cultivares
‘Flordaking’ y ‘Elegant Lady’. TDI= Tiempo de inoculacion; Al = Antes de inoculacion o tiempo 0.

4.2.4.2. Extraccion enzimatica

El material vegetal (2 g de epicarpio de frutos) se pulverizé en nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino y se homogenizé con 2,5 volimenes de buffer fosfato sédico 100 mM, pH
6,4; 0,2 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) y 50 uL PMSF 1mM. Los extractos se centrifugaron
a 8000 RPM por 30 min a 4 °C. Se tomé el sobrenadante y se filtré con filtros de 0,2 micrones

(Millipore).

4.2.4.3. Actividad PPO

La actividad de la PPO se determind segun el protocolo descripto por Chunchua et al
(2001), que se basa en la determinacion del cambio de absorbancia a 420 nm producido por la
oxidacion de un sustrato de la enzima como el catecol. Se realiz6 el monitoreo a 420 nm a
temperatura ambiente durante 1 min, considerandose para la cuantificacion, en todos los casos,
la pendiente inicial observada durante los primeros 10 segundos. La reaccidbn mezcla contenia
10 L de extracto, 340 uL del buffer (NaHPO4, 100 mM), 50 pL de piruvato de sodio y 100 pL de

catecol.
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4.2.4.4. Actividad POD

Para la determinacion de la actividad POD se emple6 el método descripto por Chance y
Maehly (1995). Se utilizaron como sustratos el guayacol y el peréxido de hidrégeno y se
determind la velocidad de oxidacion del guayacol midiendo el incremento de absorbancia a 460
nm durante 2 minutos en buffer fosfato sédico 100 Mm, pH=6.4.

El contenido de proteina de cada ensayo enzimatico se determiné segun Bradford (1976),
utilizando una curva de calibracién con albimina de suero bovino (Sigma Chemicals Co., St.

Louis, EE. UU.) como estandar.

4.2.4.5. Andlisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Las actividades enzimaticas PPO, POD
expresadas en U/mg proteinas y la concentracion de proteinas, expresada en miligramos por
gramo peso fresco (mg gpf?), se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza
factorial ANOVAy la significancia de las diferencias entre medias se estimé mediante el test LSD

Fisher 5%. Se utilizo el paquete estadistico SAS.

Para llevar a cabo el andlisis de varianza fue necesario partir de dos supuestos: 1) la
variable estudiada tiene una distribucion normal, y 2) existe homogeneidad de varianza. Todas
las variables resultaron tener una distribucién normal (Shapiro-Wilks modificado) y presentar

homogeneidad de varianzas (Test F-Snedecor).

Las actividades enzimaticas de ambas enzimas se analizaron, en primer lugar, en ambos

estados de desarrollo EC y Cs por separado; y en segundo lugar, en conjunto para cada cultivar.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Determinacién de fenoles totales y ACG en pulpa de frutos.

4.3.1.1. Cultivar Flordaking

El contenido de fenoles totales y el de ACG (Figura 22) en pulpa de frutos tratados con
agua (testigo) mostro diferencias significativas entre los diferentes estados de desarrollo del fruto
y entre campafas (Tabla 20). El contenido de fenoles totales en pulpa, durante el estado de

cosecha manifesté una caida considerable respecto a los estados de FV y EC (Figura 22- A). El
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ACG evidencio un pico en EC (Figura 22- B).

Durante el segundo afio de experimentacion, el contenido de ACG fue menor respecto al
primer afio, pudiendo deberse a un efecto dilucion por mayores precipitaciones ocurridas, en

especial durante la etapa de cosecha (Figura 25).

En cuanto al efecto de los fosfitos sobre el contenido de fenoles totales en pulpa no
manifestd una respuesta clara. En el estado de fruto verde (FV) y endurecimiento de carozo (EC)
del primer afio, los tratamientos testigo con agua y FFCa 0,3% presentaron niveles mas altos
respecto al FFK 0,3%. Todos los tratamientos presentaron menores contenidos de fenoles totales
en el periodo de cosecha en ambos afios (Figura 23). Por otro lado, los tratamientos con fosfitos
no tuvieron efecto sobre el contenido de ACG (Tabla 20) (Figura 24). Para ambos metabolitos

los niveles generales observados fueron menores el segundo afio.

PULPA DEL FRUTO FENOLES TOTALES | AC. CLOROGENICO
FV F F

ANO 42,86** 28,69**

ESTADO DE FRUTO (EF) 126,37** 13,95**
TRATAMIENTO (Tr) 16,58** 1,30
EF x Tr 5,73** 0,91

EF x ANO 1,35 9,32*
ANO x Tr 5,02+ 0,59
EF x ANO x Tr 3,14* 0,66

Tabla 20. Andlisis de la variancia para el contenido de fenoles totales (ug/g pulpa) y ACG (ug/gpf)
en frutos "Flordaking”, durante dos campafias consecutivas (2016-2017 y 2018-2019). EF=
estado de fruto; Tr= tratamiento. Los ** indican diferencias estadisticamente significativas (p<
0,05); * indican diferencias altamente significativas (p< 0,01).
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Cosecha. A- Fenoles totales (ug/g fruta fresca), B- Acido clorogénico (ug/g fruta fresca). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05). Las
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Figura 23. Contenido de fenoles totales (ug/gpf) en pulpa de frutos “Flordaking”, sometidos a
diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y fosfitos de calcio, en diferentes estados de
desarrollo y durante dos campafias consecutivas (2017-2018 y 2018-2019). FV=Fruto verde;

EC=

Endurecimiento de carozo; Cs=
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estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) entre tratamientos para cada estado
de desarrollo del fruto. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.
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4.3.1.2. Cultivar Elegant Lady

El contenido de fenoles totales (Figura 26- A) y ACG (Figura 26- B) en pulpa de frutos sin
tratamientos con fosfitos (testigo con agua) mostré diferencias significativas en los diferentes
estados de desarrollo del fruto y en ambas campafias. El mayor contenido de ambos metabolitos
se encontr6 en EC, mientras que en Cs fue menor en ambas campafias. En el segundo afio el
contenido de fenoles fue casi el doble respecto al primer afio (Figura 26-A). Esto se podria
explicar ante la caida de mayores precipitaciones con acumulacién de agua libre en el lote
experimental, generando quizas un estrés abidtico con acumulacién de fenoles (Figura 29).
Ninguno de los dos metabolitos presentd diferencias en pulpa ante tratamientos con fosfitos, sin
embargo, se observé una triple interaccién en el contenido de fenoles totales entre estado de
desarrollo del fruto, afio y tratamientos (Tabla 21, Figura 27).

PULPA DEL FRUTO FENOLES TOTALES | AC. CLOROGENICO
FV F F
ANO 160,21** 6,06*
ESTADO DE FRUTO (EF) 56,02** 33,40**
TRATAMIENTO (Tr) 5,43 0,24
EF x Tr 5,45%* 0,33
EF x ANO 9,22%* 1,51
ANO x Tr 3,67 1,69
EF x ANO x Tr 6,97** 1,13

Tabla 21. Analisis de la variancia para el contenido de fenoles totales (ug/gpf) y ACG (ug/gpf) en
frutos "Elegant Lady’, durante dos campafias consecutivas (2016-2017 y 2018-2019). EF=
estado de fruto; Tr= tratamiento. Los ** indican diferencias estadisticas altamente significativas
(p< 0,01). Los * indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 27. Contenido de fenoles totales (ug/gpf) en pulpa de frutos "Elegant lady’, sometidos a
diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y fosfitos de calcio, en diferentes estados de
desarrollo y dos campafias consecutivas (2017-2018 y 2018-2019). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) entre tratamientos para
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estandar de la media.
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4.3.2. Determinacion de fenoles totales y ACG en piel de frutos.

Para la determinacion de metabolitos en piel de frutos se inocul6 a un grupo de duraznos
mediante el proceso ya descripto en materiales y métodos, la evaluacion de los mismos se hizo

a 6h de inoculados con M. fructicola.

4.3.2.1. Cultivar Flordaking

En piel de frutos testigos y en ausencia de inéculo el contenido de fenoles totales (ug/gpf)
y ACG (ug/gpf) mostré diferencias entre los estados de desarrollo del fruto (Tabla 22). Lo mismo
se observd en pulpa, siendo maximo en los estados de EC y FV, minimo en Cs con diferencias
significativas para fenoles (Figura 30- A). El ACG manifestd bajo contenido en FV y Cs (Figura
30-B).

En cuanto al efecto de los fosfitos se observé mayor contenido de fenoles en piel de frutos
tratados con fosfitos con diferencias significativas respecto a frutos sin tratar (Figura 31). En
estado de EC en frutos en ausencia y presencia de inéculo, los FFK 0,3% mostré mayor
contenido de fenoles totales; y en estado de FV en frutos inoculados ambos fosfitos manifestaron
mayores valores de fenoles (Figura 32). Ademas, se puede observar que en presencia del
patdgeno el contenido de fenoles en los frutos tratados con fosfitos se mantuvo y fue mayor,
mientras que en el testigo cayé en los estados de EC y FV. En estado de Cs los fosfitos no

tuvieron efecto sobre frutos inoculados.

Los tratamientos con fosfitos no expresaron diferencias en el contenido de ACG. Por otro
lado, este metabolito sufrid una caida ante la presencia del patégeno (Figura 33). Este patrén se
dio en todos los estados de desarrollo del fruto y para todos los tratamientos, a excepcion del
FFCa 0,3% en EC. Este resultado podria deberse a la posibilidad de que el patdgeno desarrollara

vias de atague que contrarrestan la defensa del fruto.

PIEL DE FRUTO FENOLES TOTALES | AC. CLOROGENICO
FV F F
ESTADO (EF) 103,44%* 10,51
INOCULACION (In) 0,84 15,79
TRATAMIENTO (Tr) 6,58 0,28
In x Tr 0,26 2,40
EF x Tr 2,34 2,80*
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EF x In 1,74 0,22
In xTr x EF 1,09 3,35*

Tabla 22. Andlisis de la variancia para el contenido de fenoles totales (ug/gpf) y ACG (ug/gpf) en
piel de frutos "Flordaking”. EF= estado de fruto; In= Inoculacién; Tr= tratamiento. Los ** indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).
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de potasio (FFKO0,3%) y fosfitos de calcio (FFCa 0,3%). Los promedios corresponden a todos los
estados de desarrollo del fruto, en presencia y ausencia del in6culo de M. fructicola. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05). Las
barras verticales representan * el error estandar de la media.
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Figura 32. Contenido de fenoles totales (ug/gpf) en piel de fruta "Flordaking” tratada con fosfitos
de potasio (FFKO0,3%) y fosfitos de calcio (FFCa 0,3%), en ausencia y presencia de inéculo de
M. fructicola. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD
Fisher, p< 0,05) entre tratamientos dentro de la combinacion EF x In. EF= Estado del fruto; In=
inoculacion. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.
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Figura 33. Contenido de ACG (ug/gpf) en piel de fruta “Flordaking” tratada con fosfitos de potasio
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(FFK0.3%) vy fosfitos de calcio (FFCa0.3%), en ausencia y presencia de indculo de M. fructicola.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05)
entre tratamientos dentro de la combinacion EF x In. EF= Estado del fruto; In= inoculacion. Las
barras verticales representan * el error estandar de la media.

4.3.2.2. Cultivar Elegant Lady

Ambos metabolitos manifestaron un comportamiento diferencial a lo largo de las
etapas de desarrollo del fruto (Tabla 23). Los fenoles totales (pg/gpf) en piel de frutos sin
tratamientos con fosfitos (testigo con agua) y en ausencia de inéculo, alcanzaron un maximo
en EC con caida en FV y C (Figura 34- A); el ACG present6 niveles mas altos en FV y EC,
con caida a Cs (Figura 34-B).

El contenido de fenoles totales no fue afectado por los tratamientos con fosfitos
(Tabla 23). En cuanto a la concentracion de fenoles totales en piel de frutos inoculados, ésta
disminuyd mas de la mitad comparado con frutos no inoculados en estados de EC y Cs (Figura
35). Para el ACG, se evidenciaron diferencias entre tratamientos, donde el tratamiento testigo
y FFCa 0,3% manifestaron los valores més altos del metabolito (Figura 36). El contenido de
ACG en piel aumentd ante la presencia del indculo, con diferencias significativas respecto a
los frutos en ausencia del patdgeno (Figura 37), en contraposicion a lo que ocurrié en

Flordaking.
PIEL DE FRUTO FENOLES TOTALES AC. CLOROGENICO
FV F F
ESTADO (EF) 238,27** 14,36**
INOCULACION (In) 318,60** 0,30
TRATAMIENTO (Tr) 0,33 3,62*
EF x In 134,97** 10,47**
EF x Tr 0,17 1,43
In xTr x EF 1,28 1,34

Tabla 23. Analisis de la variancia para el contenido de fenoles totales (ug/gpf) y ACG (ug/gpf) en
piel de frutos "Elegant lady”. EF= estado de fruto; In= Inoculacion; Tr= tratamiento. Los ** indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05)
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Figura 34. Evolucién en el contenido de fenoles totales y ACG en piel de frutos "Elegant lady’,
en ausencia de fosfitos y de indculo, en diferentes estados de desarrollo. A- Fenoles totales (ug/g
fruta fresca); B- ACG (ug/g fruta fresca). FV= Fruto verde; EC= Endurecimiento de carozo; Cs=
Cosecha. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher,
p< 0,05).

2000 1~ a
1800 -
1600 H
1400 -
1200 A
1000 + b
800
600
400
200

Fenoles totales (pg/gpf piel)

SIN
INOCULO

FV EC Cc
ESTADOS DE DESARROLLO DEL FRUTO

CON SIN CON SIN
INOCULO [ INOCULO | INOCULO | INOCULO

CON
INOCULO

Figura 35. Contenido de fenoles totales (ug/g fruta fresca) en piel de frutos "Elegant lady’,
tratados con fosfitos en ausencia y presencia de inéculo de M. fructicola. FV= Fruto verde; EC=
Endurecimiento de carozo; Cs= Cosecha. In= inoculados. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) para la combinacién EF x In. EF=
Estado del fruto; In= Inoculacién. Las barras verticales representan * el error estandar de la
media.
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Inoculacion. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.
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4.3.3. Actividad enziméatica antioxidante relacionada con los mecanismos de resistencia

Haciendo referencia a lo ya mencionado en materiales y métodos las actividades
enzimaticas se midieron en dos momentos diferentes del estado de desarrollo del fruto, de mayor
resistencia natural ante la enfermedad (EC) y de mayor susceptibilidad natural (Cs) segun la
bibliografia. Para el cultivar Flordaking se midié a 60 dias DDPF y 93 DDPF, mientras para
"Elegant lady” se midié a 55 y 110 DDPF. Es necesario mencionar en esta instancia, que 55
DDPF, momento en que se midié actividad enzimatica en "Elegant Lady’, coincide con inicios de
lignificacion del carozo (EC) para el cultivar, y si bien segun los resultados encontrados en esta
tesis la incidencia de podredumbre morena fue baja, concluimos que el momento de mayor

resistencia fue entre 80 y 90 DDPF, como ya se mencion6 en el capitulo II.

4.3.3.1. Actividad PPO

4.3.3.1.1. Cultivar Flordaking

La actividad PPO mostr6 diferencias entre los tratamientos en estado de EC. Ademas,
manifestd interaccion entre TDI x Tr en estado de Cs (Tabla 24). En estado de EC (60 DDPF) el
tratamiento testigo con agua mostré mayor actividad enzimética (Figura 38), luego le siguid el
FFCa 0,3% sin diferencias estadisticas con el testigo. Por otro lado, en el estado de Cs (93 DDPF)
el tratamiento con FFCa mostr6 mayor actividad enzimatica en relacion al testigo (p<0,05) a
tiempo O (Al) y a 6h de inoculacion; sin embargo, luego a 24 y 48 h dicha actividad enzimética
cayo (Figura 39). Se observé a cosecha una tendencia en el aumento de la actividad enzimatica

en los frutos tratados con fosfitos, a excepcion de 24 y 48 h de inoculacién.

ESTADO DE DESARROLLO
FV EC Cs
Tiempo desde la inoculacion (TDI) 1,38 15,11*
Tratamiento (Tr) 4,51* 10,73**
TDI x Tr 0,93 3,62*

Tabla 24: Andlisis de variancia para la actividad PPO (U mg “‘proteina) en dos estados de
desarrollo del fruto ‘Flordaking’. EC= Endurecimiento de carozo; Cs= Cosecha. Los ** indican
diferencias estadisticas altamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05).
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Figura 38. Actividad enzimatica PPO (U mg? proteina) en piel de frutos de ‘Flordaking
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de endurecimiento de carozo (EC). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (Test LSD Fisher, p<0,05) entre tratamientos.
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Figura 39. Actividad enzimatica PPO (U mg? proteina) en piel de frutos de ‘Flordaking
sometidos a diferentes tratamientos con fosfitos y a diferentes tiempos de inoculacion, en estado
de endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p<0,05) para la combinacién TDI x Tr TDI=
Tiempo desde la inoculacion; Tr= Tratamiento. Las barras verticales representan + el error
estandar de la media.

4.3.3.1.2. Cultivar Elegant lady

La actividad enzimatica PPO en "Elegant lady’, a diferencia de “Flordaking”, no manifesto
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cambios significativos entre tratamientos, como tampoco en los diferentes tiempos desde la
inoculacion en los estados de EC y de cosecha (Tabla 25). Sin embargo, en la figura 40 se
observa en estado de endurecimiento de carozo, mayor actividad PPO ante tratamientos con
FFCa 0,3% en ausencia de indculo.

ESTADO DE DESARROLLO
FV EC Cs
Tiempo desde lainoculacion (TDI) 1,48 2,49
Tratamiento (Tr) 0,02 0,00
TDI x Tr 1,90 1,99

Tabla 25: Andlisis de variancia para la actividad PPO (U mg “‘proteina) en dos estados de
desarrollo del fruto “Elegant lady”. EC= Endurecimiento de carozo; Cs= Cosecha. Los ** indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).
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Figura 40. Actividad enzimatica PPO (U mg* proteina) en piel de frutos de "Elegant Lady”
sometidos a diferentes tratamientos con fosfitos y a diferentes tiempos de inoculacion, en estado
de endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p<0,05) para la combinacién TDI x Tr TDI=
Tiempo desde la inoculacién; Tr= Tratamiento. Las barras verticales representan + el error
estandar de la media.

"Elegant Lady” presenta valores mas altos de PPO (U mg* proteina) en piel de duraznos
sin tratar respecto a "Flordaking” (Figura 41). Ante aplicaciones de fosfitos el contenido de la
enzima cae a cosecha para "Elegant Lady” sin diferencias estadisticas respecto a EC, sin
embargo, en “Flordaking” el contenido de la enzima es mayor a cosecha, con diferencias respecto

a endurecimiento de carozo (Figura 42).
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42. Actividad enzimatica PPO (U mg proteina) en piel de frutos tratados con fosfitos de potasio
y calcio, en endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs), para ambos cultivares Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) para la
interaccion cultivar x estados de desarrollo. Las barras verticales representan + el error estandar
de la media.
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4.3.3.2. Actividad (POD)

4.3.3.2.1. Cultivar Flordaking

Se obtuvieron diferencias significativas en la interaccion TDI x Tr en estado de cosecha
(Tabla 26). En la Figura 43 se puede observar un aumento de la actividad POD a 6h de
inoculacion en frutos tratados con FFK 0,3%; dicha respuesta no se mantuvo con el tiempo de
inoculacion. Los tratamientos con fosfitos no manifestaron induccion de actividad POD en
ninguno de los dos estados de desarrollo estudiados (Tabla 26 - Figura 43).

ESTADO DE DESARROLLO
FV EC Cs
Tiempo desde la inoculacion (TDI) 0,21 4,15%*
Tratamiento (Tr) 0,37 1,02
TDI x Tr 0,92 2,81*

Tabla 26. Andlisis de variancia para la actividad POD (U mg “‘proteina) en dos estados de
desarrollo del fruto “Flordaking”. EC= Endurecimiento de carozo; Cs= Cosecha. Los ** indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticamente
significativas.
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Figura 43. Actividad enzimatica POD (U mg* proteina) en piel de frutos “Flordaking”, sometidos
a diferentes tratamientos con fosfitos con diferentes tiempos de inoculacién, en estado de
endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs). TDI= Tiempo de inoculacién (h); Al= Antes de
inoculacion o tiempo 0; DI= Después de inoculacién (DI): 6, 24 y 48 horas. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) de tratamientos
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para cada TDI. Las barras verticales representan * el error estandar de la media.

4.3.3.2.2. Cultivar Elegant lady

Los frutos de "Elegant Lady’, no manifestaron diferencias entre tratamientos para la
induccién POD en ninguno de los dos estados de desarrollo (Tabla 27). Sin embargo, se
evidencié mayor actividad enzimatica en tiempo 0 desde la inoculacion para el FFCa 0,3% en
estado de cosecha, aunque sin diferencias con el testigo (Figura 44). En presencia del patégeno

no hubo induccion por parte de ninguno de los tratamientos.

ESTADO DE DESARROLLO
FVvV EC Cs
Tiempo desde la inoculacion (TDI) 0,90 2,39
Tratamiento (Tr) 0,19 1,60
TDI x Tr 1,20 1,28

Tabla 27. Andlisis de variancia para la actividad POD (U mg “proteina) en dos estados de
desarrollo del fruto "Elegant Lady”. EC= Endurecimiento de carozo; Cs= Cosecha. Los ** indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los * indican diferencias estadisticamente
significativas.
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Figura 44. Actividad enzimatica POD (U mg? proteina) en piel de frutos "Elegant Lady’,
sometidos a diferentes tratamientos con fosfitos, en diferentes tiempos de inoculacién; en estado
de endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs). TDI= Tiempo de inoculacion (h); Al= Antes
de inoculacion o tiempo 0; DI= Después de inoculaciéon (DI): 6, 24 y 48 horas. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) entre tratamientos
dentro de cada TDI. Las barras verticales representan * el error estandar de la media.
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En frutos sin tratar "Elegant Lady” presenta mayor actividad enzimatica POD respecto a
Flordaking (Figura 45). En ambos cultivares, la actividad POD cayé en estado de cosecha
respecto a endurecimiento de carozo, con diferencias significativas (Figura 46).
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Figura 45. Actividad enzimatica POD (U mg™* proteina) en piel de frutos de ambos cultivares sin
tratar, en ambos estados de desarrollo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05). Las barras verticales representan + el error estandar de

la media.
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Figura 46. Actividad enziméatica POD (U mg* proteina) en piel de frutos tratados con fosfitos de
potasio y calcio, en endurecimiento de carozo (EC) y cosecha (Cs), para ambos cultivares Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Test LSD Fisher, p< 0,05) para la
interaccion cultivar x estados de desarrollo. Las barras verticales representan + el error estdndar
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de la media.

4.4. DISCUSION

Es conocido el rol de los fenoles como sustancias capaces de inhibir el crecimiento de
patdbgenos o generar condiciones adversas para la supervivencia del mismo en tejidos del
hospedante (Hammerschmidt, 2014). La acumulacion de estos metabolitos y otras respuestas
de defensa generalmente se disparan ante estrés abiotico y bidtico como, por ejemplo, cuando
la planta es atacada por un patégeno; ésta es mas rapida y de mayor magnitud cuando la

interaccion es de tipo incompatible (Herndndez Sanchez et al., 2002; Hernandez Navarro, 2008).

En durazno, altos niveles de resistencia a M. fructicola se asociaron con gran cantidad de
compuestos fendlicos, siendo el acido cafeico y ACG los mas implicados en esta reaccion
(Gradziel et al.,1998; Chiu et al., 2013); tales compuestos inhiben la produccién de cutinasa,
enzima que secretan los patégenos para facilitar su entrada (Hernandez Navarro, 2008).
Ademas, los productos de oxidacién del ACG son capaces de inhibir las poligalacturonasas y la
formacion de apresorios, inactivando enzimas involucradas en la patogénesis. Esto sugiere que
el ACG ejerce un papel en la resistencia a contraer enfermedad al interferir con los procesos
fungicos necesarios para la infeccién y no como un compuesto antimicrobiano (Hammerschmidt,
2014).

Existe bibliografia que menciona un mayor contenido de ACG, cafeico y otros
fenoles, como catequina y epicatequina, en etapa Il de desarrollo de frutos de durazno, respecto
a las etapas | y lll, con un posible papel en la detencion de infecciones latentes durante el
desarrollo de la fruta (Lee y Bostock, 2007; Chiu et al., 2013; Mustafa et al., 2021). En
concordancia con lo mencionado por dichos autores, en este trabajo se observé también un
patrén estacional en el contenido de fenoles totales y ACG a lo largo del desarrollo del fruto en
ambos cultivares y en ambos tejidos (epicarpio y mesocarpio). En EC y formacién del embrion
(etapa Il) el contenido de ambos metabolitos se hizo maximo y en estado de maduracion, previo
a la cosecha (etapa Ill) fue minimo. Estas variaciones acompafan la curva de menor y mayor
susceptibilidad del fruto ante la enfermedad. La caida en el contenido de fenoles y ACG que se
observo en esta tesis coincide con reportes existentes en los cuales, el perfil fendlico en la piel
de la fruta cambié notablemente durante la maduracién con una reduccién constante del
contenido en frutos maduros que se volvieron al mismo tiempo mas susceptibles a infecciones
(Sanzani et al., 2014).
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El uso de fosfitos es altamente investigado, e incluso es usado comercialmente como
alternativa de menor costo para el control de enfermedades, amigable con el medio ambiente y
de bajo riesgo para la salud humana. Estos compuestos son usados como elicitores abidticos
gue inducen una respuesta de defensa en el fruto. Su modo de accién puede ser directamente
en el patdbgeno, como comprobamos en el capitulo | de esta tesis; o indirecta, estimulando las
respuestas de defensa en el hospedante. El uso de fosfitos redujo la incidencia de podredumbres
en cultivares de manzana Gala y Fuji. En duraznos, la informacién sobre el uso de fosfitos como
elicitores es escasa (Kaehler Sautter et al.,2011). Al respecto, Nativitas-Lima (2021) observo un
aumento de fenoles totales en frutos de nectarinas en estado de madurez fisiol6gica inoculados
con M. fructicola, en plantas tratadas con FFK (3,5 mL/L), respecto al testigo sin inductor. Esto
se condice con una disminucion del area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
y la severidad final (mm) de M. fructicola encontrada por el autor en frutos de nectarinas con una
disminucion de la misma ante tratamientos de FFK combinados con fungicidas en dosis reducida

y ante tratamientos de fosfitos solos.

En esta tesis la aplicacion de fosfitos también indujo mayor contenido de fenoles totales
en piel de frutos "Flordaking” inoculados con M. fructicola y sin inocular, respecto al testigo sin
inductor. Sin embargo, dicha inducciéon no alcanz6 para contrarrestar la enfermedad. Por otra
parte, en el cultivar Elegant lady ante la presencia de in6culo el contenido de fenoles totales cayo,

con lo cual, el patégeno desarrollé vias de ataque que quebraron las defensas del fruto.

El ACG ante la presencia de in6culo disminuyé en todos los tratamientos y estados de
desarrollo en el cultivar Flordaking, excepto cuando fueron tratados con FFCa 0,3% en EC; en

cambio en Elegant Lady aumentaron en EC y Cs.

En cuanto al rol de las enzimas antioxidantes, algunas se relacionan con el grado de
susceptibilidad de las plantas a enfermedades. Se ha observado un aumento de la actividad PPO
después de la infeccién de virus, bacterias, hongos y dafios mecéanicos (Hernandez Sanchez et
al., 2002). La PPO cataliza la oxidacion de polifenoles a quinonas (compuestos antimicrobianos)
y participa en la lignificacién de las células vegetales durante el ataque de patégenos (Nativitas
—Lima, 2021). Algunos modelos de interaccién hospedero-patdégeno han aportado evidencias del
papel de la enzima POD como parte de los mecanismos de defensa. Se han involucrado en
respuesta a enfermedades porque al igual que las PPO, catalizan la oxidacion de compuestos
fendlicos para la polimerizacion de lignina; ademas participa en el sistema de defensa al

neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS) y proteger a las células del estrés oxidativo
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(Nativitas- Lima, 2021). En estudios realizados en manzanas se encontré que el aumento en su
actividad es un factor especialmente importante a través de la lignificacion, la cual esta
relacionada con la resistencia del fruto frente a la infeccién con Penicillium expansum (Caicedo
et al., 2009).

Aunque existen diversos reportes de interacciones hospedero-patégeno en los que
enzimas del tipo POD han estado involucradas como posible mecanismo de defensa, no existen
muchos reportes de estudios en Prunus persica L. Bastch y M. fructicola, que aporten al
conocimiento de esta interaccion particular. Nativitas-Lima (2021) encontr6 induccion POD en
presencia de FFK solo y en combinacién con fungicida en dosis reducida (75% de la dosis
comercial) para el patosistema M. fructicola - nectarinas; también encontré aumento de

actividades PPO y catalasa ante la aplicacion de fosfito de potasio.

En los experimentos realizados en el marco de esta tesis doctoral, en estado de cosecha
se evidencié efecto inductivo de los FFCa sobre la actividad PPO (U mg™ proteina) a 6 h de
inoculacion para el cultivar. En ausencia del patdgeno también se observé efecto inductivo del
FFCa en estado de cosecha en “Flordaking”. En "Elegant Lady” no hubo efecto inductivo PPO
por lo que se podria decir que quizas los fosfitos tendrian mayor efectividad para Flordaking.
Hernandez Séanchez, et al., (2002) también infiri6 la participacion de los fenoles,
fenilalaninamonioliasa (PAL) y PPO en el mecanismo de defensa del duraznero ante el ataque
de la cenicilla (Sphaerotheca pannosa (Wallr.) Lev. var. persicae Wor.), lo que ocurre
principalmente en las primeras 24 h después de la inoculacion para evitar el establecimiento del
patdgeno, sobre todo en los genotipos tolerantes. Segln los resultados encontrados en
"Flordaking” podriamos decir que la PPO quizas también forma parte del mecanismo de defensa
del patosistema M. fructicola - Prunus persica, para evitar el establecimiento del patégeno,

aunque luego el patégeno supere dichas barreras.

Por otro lado, en estos estudios si bien no se observaron diferencias en la actividad
enzimatica POD ante los diferentes tratamientos, "Flordaking” a 6 h de inoculacién manifest
induccion POD ante tratamientos con FFK 0,3% en estado de cosecha; de acuerdo con Nativitas
— Lima (2021), quien encontré induccion de POD en nectarinas en estado de madurez fisiolégica

ante tratamientos con FFK y en presencia del patdgeno.

Ademas, en el marco de esta tesis se evidenciaron mayores niveles de actividad POD en

estado de EC y formacion del embrion respecto al estado de cosecha, con diferencias
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significativas en ambos cultivares. Esto coincide con altos niveles de compuestos fendlicos y
menor susceptibilidad ante M. fructicola, pudiendo formar parte de la defensa pasiva del
hospedero, ante el posible ataque de patégenos o como defensa constitutiva durante la

formacioén del embrién.

Los valores encontrados por Nativitas —Lima (2021) en la expresion de fenoles totales,
PPO y POD en nectarinas tratadas con FFK solo y en combinaciéon con fungicida, son mas
elevados que los encontrados en el presente trabajo. Los contenidos de fenoles, PPO y POD
expresados en las nectarinas fueron de 1,2mg gpf?, 4 U mg? proteina, y 5,5 U mg* proteina
respectivamente, mientras que los encontrados en duraznos en este trabajo fueron de 0,2mg gpf
1,0,45 U mg*proteina, 0,42 U mg* proteina para Flordaking y 0,9 mg gpf?, 1,3 U mg™* proteina,
0,03 U mg™* proteina para Elegant lady.

Nativitas-Lima (2021) observd buenos resultados ante la aplicacion de FFK solo y en
combinacion con fungicida con menores niveles en el desarrollo de la enfermedad a diferencia
de los resultados encontrados en esta tesis. Esto podria deberse a que se trabaj6 sobre
diferentes cultivares de durazneros, y de acuerdo a los resultados volcados en esta tesis los
mismos pueden expresar respuestas diferentes. El autor trabajé sobre nectarina, variedad
botanica diferente a los durazneros (Prunus persica var. nucipersica) mientras que en esta
experiencia se evalu6 el efecto de los fosfitos sobre dos cultivares de duraznero. Las nectarinas
son una variedad de duraznero sin pilosidad con lo cual la anatomia superficial de la fruta es
diferente a la del durazno (Manganaris et al, 2006). Por otro lado, el autor en sus experiencias
utilizé dosis mas altas de fosfitos y coadyuvante mientras que en los ensayos de esta tesis no se
us6 ningan adherente que disminuya la tensién superficial y mejorase la permanencia de la gota

sobre la epidermis.

La alta susceptibilidad del fruto en estado previo a la cosecha, podria explicarse debido
a que durante la maduracién los mecanismos de resistencia dentro del fruto (concentracion de
fenoles y cambios estructurales) ante la presencia del patdgeno, suelen declinar, haciendo lugar
a las infecciones latentes que se produjeron en el campo. Durante el crecimiento del fruto en la
etapa Ill, se generan microfisuras lo que provoca un aumento en la transpiracion del fruto,
ablandamiento acelerado del mismo y ofrece potenciales entradas al hongo (de Oliveira Lino et
al, 2015). Los patdégenos ganan vias de entrada ante las fisuras de la cuticula, dafios por insectos
o0 incluso por estomas y lenticelas (Mustafa et al, 2021; Bowen et al., 2022). En esta etapa del

desarrollo del fruto la cuticula deja de jugar su rol de barrera fisica ante los patégenos (de Oliveira

105



et al, 2015).

4.5. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo del fruto de durazno se producen cambios en los contenidos de
fenoles totales y ACG, con pico en estado Il y caida durante la maduracion (etapa lll). En general,
se puede decir que la curva de susceptibilidad del fruto ante M. fructicola acompafa dichos

cambios.

En el patosistema Prunus persica L. Bastch — M. fructicola, los diferentes cultivares
manifiestan diferente comportamiento ante la aplicacion de fosfitos y en la induccion de
mecanismos de defensa. Ante la aplicacion de fosfitos “Flordaking” respondié con aumento de
fenoles totales en estado de fruto verde y endurecimiento de carozo; e induccion de actividad
enzimatica PPO en ausencia del patégeno y a 6 h de inoculado, en estado de cosecha con
aplicaciones de FFCa 0,3%. Ademas, indujo actividad POD a 6 h de inoculacion ante
aplicaciones de FFK 0,3%. Elegant lady, por otra parte, mostré una disminucién del contenido de
fenoles totales y un aumento del contenido de ACG en estado de EC y Cs en respuesta a M.

fructicola. No indujo actividad enzimatica ante aplicacion de fosfitos.

Segun los resultados obtenidos, en el patosistema estudiado hay una tendencia de los
FFCa en ejercer un mayor papel en la induccién de mecanismos de defensa (efecto de acciéon

indirecto) respecto a los FFK.

El uso de fosfitos solos como inductores no es suficiente para el manejo de M. fructicola.
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Capitulo IV

Efecto de tratamientos con fosfitos solos y en

combinacion con fungicida sobre el desarrollo

de podredumbre morena y calidad poscosecha
de frutos
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CAPITULO IV

EFECTO DE TRATAMIENTOS CON FOSFITOS SOLOS Y EN COMBINACION CON
FUNGICIDA SOBRE EL DESARROLLO DE PODREDUMBRE MORENA 'Y CALIDAD
POSCOSECHA DE FRUTOS

5.1. INTRODUCCION

Los fosfitos son sales inorganicas estériles originadas de la neutralizacion del acido
fosforoso por una base (Thao & Yamakawa, 2009; Deliopoulos et al., 2010; Yafiez-Juarez et al.,
2017; Estrada-Ortiz et al., 2011). El interés por el uso de fosfitos se fue acrecentando, debido a
gue tiene una rapida absorcioén por las plantas, un alto grado de solubilidad y alta capacidad de
moverse desde las hojas hacia las raices por el floema (Thao & Yamawaka, 2009; Estrada- Ortiz
et al., 2011; Ogoshi et al., 2013), generando control para algunas enfermedades radiculares e
incrementando el efecto de algunos fungicidas (Nativitas-Lima, 2021). El fosfito pertenece al
grupo quimico de los fosfonatos, categoria toxicolégica Ill de bajo impacto ambiental (Velandia
Monsalve et al., 2012). El fosfito representa un insumo agricola eficiente para proteger los cultivos
contra organismos patdgenos mediante la induccion de mecanismos de defensa, actuando como
inductor de resistencia vegetal de importancia para los nuevos enfoques de manejo de

enfermedades.

Algunas investigaciones sefialan que la eficiencia en el control de enfermedades es
mayor con fungicidas respecto a los fosfitos (Yafez-Juarez et al; 2017), aunque también existen
reportes de un mayor control del inductor en combinacién con el fungicida (Walters et al, 2013;
Romanazzi et al, 2016; Boneti y Katsurayama, 2005). La combinacion de fosfito con dosis
reducida de myclobutanil mejor6 significativamente la eficiencia en el control de Venturia pyrina
en hojas y frutos de pera, en comparacion con la aplicacion de cada producto por separado; lo
mismo observé Nativitas—Lima (2021) en sus experiencias donde los parametros
epidemioldgicos (severidad y tasa de crecimiento) de M. fructicola disminuyeron en la
combinacion de FFK (3 mL/L) con dosis reducida de fungicida (75% de la dosis recomendada

comercialmente) en nectarinas.

Los fosfitos no sélo son utilizados para control de enfermedades, sino que también son
ofrecidos en el mercado como bioestimulantes (Deliopoulos et al., 2010; Yommi, 2021).

Actualmente hay un mayor interés por su accién bioestimulante, debido a una creciente
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conciencia por parte de los consumidores y reclamo por alimentos inocuos, que conllevan a la
necesidad de contar con estrategias que permitan reducir el uso de pesticidas y hacer un manejo

mas racional y amigable con la salud humana y el ambiente (Yommi, 2021).

Entre las sustancias bioestimulantes se encuentran los &cidos fulvicos y humicos,
compuestos que contienen nitrégeno y proteinas hidrolizadas, extractos de algas y de hierbas,
quitosano y otros polimeros, compuestos inorganicos, hongos y bacterias benéficos. Los fosfitos
se encuentran en la categoria de compuestos inorganicos, con actividad bioestimulante, aunque
su modo de accién aun no se conoce (Yommi, 2021). La bibliografia menciona que estos
compuestos mejoran la absorcién y asimilacion de nutrientes, la tolerancia al estrés abiético y la
calidad del producto, y que tienen un papel potenciador en diferentes procesos metabdlicos de
las plantas, mejorando el rendimiento y calidad de los frutos (Gémez-Merino y Trejo-Téllez;
2015).

Aplicaciones de calcio son utilizadas como una herramienta dentro del manejo integrado
en la produccién de duraznos, las cuales son amigables con el medio ambiente aumentando la
firmeza del tejido en frutos y la resistencia a podredumbre morena. Los efectos beneficiosos de
estas pulverizaciones con calcio antes de la cosecha dependen de muchos factores, como el tipo
de sal utilizada y periodo de suministro, asi como las condiciones de crecimiento y el cultivar

(Manganaris et al., 2006).

Los antecedentes del uso de fosfitos en frutales como bioestimulante son muy escasos.
En citricos, el asperjado con FFK durante el cuajado de los frutos aumenta el porcentaje de cuaje
y tamafo final de los frutos con incremento del rendimiento; en palta también promueve el
aumento del tamafio de frutos. El asperjado de plantas de manzano con FFCa, previo a la
cosecha mejord el color rojo de la fruta en “Starking Delicious” y "Braeburn’, con aumento del
contenido de antocianinas y también de flavonoides, mientras que el asperjado de plantas de

durazno con fosfitos mejoré la firmeza de los frutos (Yommi, 2021).

La valoracion de la calidad de los frutos a través de atributos de apariencia, textura y
sabor en el momento de la cosecha es esencial, para la aceptacion del producto fresco por parte
del consumidor. La apariencia es uno de los atributos de calidad mas apreciada donde las

variables color y tamafio son los mas valorados por el consumidor (Ortiz de Zéarate et al.,2007).

A diferencia del capitulo Il, en este apartado de la tesis se quiso evaluar el uso de fosfitos
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en un lote comercial de un productor fruticola, con un programa sanitario ya instalado de afios; y

no en un lote experimental donde en general no se usan aplicaciones fungicidas.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de tratamientos precosecha con fosfitos,
solos y en combinacion con fungicidas, sobre el desarrollo de M. fructicola y sobre pardmetros

de calidad poscosecha en frutos de duraznero.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Disefo del experimento y descripcion de los tratamientos

El experimento se llevé adelante durante los afios 2019 y 2020 para el cultivar Flordaking
en un lote comercial de Pifiero (latitud 33°05'05"S, longitud 60°42'57"W); y en los afios 2019,
2020 y 2021 para “Elegant lady” en un lote comercial de Alvarez (latitud 33°7'45"S, longitud
60°48'23"W), sur de la provincia de Santa Fe.

Se evaluaron 42 plantas de duraznero de ‘Flordaking’ y ‘Elegant Lady’ injertadas sobre
cuaresmillo, sobre los que se aplicaron tratamientos a campo en diferentes estadios fenolégicos
del cultivo. Los tratamientos fueron: T1 Testigo con agua; T2 FFK 0,3%; T3 FFK 0,3% +
fungicidas; T4 FFCa 0,3%; T5 FFCA 0,3% + fungicidas y T6 fungicidas. El fungicida en cada
aplicacion correspondié al utilizado por el productor quien fue rotando (Tabla 27). Las
aplicaciones se realizaron en plena floracién, 30, 15 y 7 dias previo a la cosecha para cada
cultivar. Cada tratamiento se evalu6 en parcelas de dos plantas con tres repeticiones en bloques

completos al azar.

Momento de Fungicida comercial (Principio activo)
aplicacion Flordaking Elegant Lady
2019 2020 2019 2020 2021
Plena Ziram Ziram Ziram Ziram Ziram
floracion (200gr/hl, PM (200gr/hl, PM (200gr/hl, PM (200gr/hl, PM | (200gr/hl, PM
90%) 90%) 90%) 90%) 90%)
30 dias antes | Carbendazim Carbendazim Carbendazim Carbendazim | Carbendazim
de cosecha (50cc/hl, SC (50cc/hl, SC (50cc/hl, SC (50cc/hl, SC (50cc/hl, SC
50%) 50%) 50%) 50%) 50%)
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15 dias antes Captan Captan Captan Captan Captan

de cosecha (150g/hl, WP (150g/hl, WP (150g/hl, WP (150g/hl, WP (150g/hl, WP
80%) 80%) 80%) 80%) 80%)

7 dias antes | Tebuconazole | Tebuconazole | Tebuconazole | Tebuconazole | Tebuconazole

de cosecha (30cc/hl, SC (30cc/hl, SC (30cc/hl, SC (30cc/hl, SC (30cc/hl, SC
43%) 43%) 43%) 43%) 43%)

Tabla 27. Cronograma de aplicacion utilizado en las parcelas de “Flordaking” y "Elegant Lady’,
durante los afios 2019 y 2020.

5.2.2. Cosechay variables a analizar

Se recolectaron 20 frutos por parcela en los cuales se evalu6 incidencia de podredumbre
morena a tres y siete dias de cosecha previamente almacenados a temperatura ambiente (25°C)
simulando condiciones de mercado (Moreira y May-de Mio, 2009); y otros 20 frutos por parcela

a los que se le midié parametros de calidad poscosecha.

Para decidir el momento de recoleccion de frutos en cada afio de experimentacion se
consider6 la fecha probable de cosecha de acuerdo al ciclo de cada cultivar, y el estado de
madurez segun color de fondo y segun el porcentaje de color rojo. En el afio 2019, la cosecha
de frutos se hizo en dos pasadas con una diferencia de una semana para el cultivar Elegant lady
y en una pasada en "Flordaking”; mientras que las cosechas 2020 y 2021 se hizo de una sola

vez para ambos cultivares.

Las variables analizadas en la experimentacion fueron, incidencia de la podredumbre
morena a 3y 7 dias en poscosecha y variables de calidad como: color de superficie, peso medio
de frutos, diametro medio de frutos, SST (°Brix) y firmeza de pulpa (kg/cm?). Ademas, en el afio

2021 se evalu6 rendimiento en "Elegant Lady’.
5.2.3. Determinaciones analiticas

Las evaluaciones de calidad poscosecha se hicieron sobre 20 frutos por parcela segun la

siguiente metodologia.

Medicion de color de piel (epicarpio).
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Se utilizé un espectrofotometro Minolta CM-508d (iluminante D65, 10°), midiendo los
valores CIE L*a*b* y calculando también los parametros angulo de tono (H= tan*(b*/a*)) y croma
o0 saturacion (C*= (a*?>+b*?)1?), Las medidas se tomaron en dos zonas de la epidermis de cada
fruto (cara interna y cara externa) y se promediaron. La luminosidad (L*) puede variar entre 0
(negro) y 100 (blanco). El angulo de tono puede tomar valores entre 0° para el rojo, 90° para el
amarillo y 180° para el verde. En cuanto al croma, mayor valor significa mayor vivacidad o
intensidad del tono (Ortiz de Zarate et al., 2007).

Calibre

Se midi6 el diametro de cada fruto en la zona ecuatorial, transversal a la zona del fruto,

utilizando un calibre manual. Ademas, se les determiné el peso fresco con balanza digital.

Firmeza

Se utilizé un penetrometro Effegi GY-3 provisto con una punta de 7,9 mm de didmetro.
Dicha determinacion se realizd6 en cada fruto tanto en la cara interna como externa previa
remocion de la piel, presentandose el promedio de ambas medidas y expresandose en kg/cm?.
El equipo mide la fuerza maxima necesaria para penetrar la pulpa hasta una profundidad de 8

mm.

Soélidos solubles totales

La determinacion de los soélidos solubles de la pulpa de cada fruto se realizé con un

refractdmetro portétil con rango de 0 a 32° Brix.

5.2.4. Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio en bloques al azar con 3 repeticiones por cultivar. A los resultados
obtenidos se les aplico el analisis de la varianza para variable normal en las variables de calidad,
habiéndose testado previamente esa distribucion en todos los casos (Test Shapiro-Wiks
modificado), se utiliz6 el test de LSD con una significancia del 5% para la separacion de medias,
con el programa SAS. Las variables incidencia y severidad fueron analizadas con modelo lineal

generalizado mixto, distribucidn Beta y funcién de ligazén logit.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Efecto de tratamientos precosecha sobre el desarrollo de podredumbre morena en
poscosecha

5.3.1.1. Cultivar Flordaking

Se evaluo el efecto de tratamientos con fosfitos solos y en combinacién con fungicidas de
sintesis quimica, sobre el desarrollo de la enfermedad y parametros de calidad poscosecha
durante dos afios consecutivos (2019- 2020) en un lote comercial en la zona de Alvarez, prov.

Santa Fe.

Los tratamientos con fosfitos solos 0 en combinacién con fungicidas de sintesis quimica
aplicados en precosecha, no manifestaron diferencias estadisticas con respecto al testigo para
el desarrollo de la enfermedad en poscosecha en ninguno de los dos afilos. Como se observa en
la Figura 43, la incidencia de la enfermedad fue baja, con valores de 1,5 a 10% alcanzados a 7
dias de cosecha para los afios 2019 y 2020 respectivamente, los tratamientos no manifestaron
diferencias respecto al testigo. Aun asi, se evidencia un mejor comportamiento de FFK en

combinacién con el fungicida.

La baja incidencia de la enfermedad podria deberse a que el experimento se hizo sobre
un lote comercial, donde todos los afios realizan las pulverizaciones adecuadas segun el

calendario sanitario estipulado, manteniendo bajo el nivel de inéculo de M. fructicola.

También se evalu6 severidad de podredumbre morena a 3y 7 dias para ambos afios, y
no se observaron diferencias significativas de los tratamientos respecto al testigo (Tabla 29). De
igual modo, en el afio 2020 se observd la misma tendencia de un mejor comportamiento de

fosfitos + fungicidas para la severidad (Figura 44).
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INCIDENCIA

ANO EXPERIMENTACION 2019 2020

Dias de cosecha (DC) 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias
Efecto F F F F
Repeticién (Rep) 0,94 0,64 0 0,67
Tratamiento (Tr) 0,46 0,25 0,21 0,81

Tabla 28. Andlisis de variancia para la incidencia (%) de podredumbre morena a 3y 7 dias de
cosecha en el cultivar Flordaking durante dos afios consecutivos, ante la aplicacion de
tratamientos precosecha con fosfitos.

INCIDENCIA A 3Y 7 DIAS DE COSECHA (%)
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Figura 43. Incidencia (%) de M. fructicola a 3y 7 dias de cosecha en frutos cultivar Flordaking.
Efecto de tratamientos precosecha con fosfitos de potasio y calcio, solos o0 en combinacién con
fungicidas de sintesis quimica. Campafias 2019 y 2020. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (LSD Fisher, p< 0,05). Las barras verticales representan + el error
estandar de la media.

114



SEVERIDAD
ANO EXPERIMENTACION 2019 2020
Dias de cosecha (DC) 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias
Efecto F F F F
Repeticion (Rep) 0,75 0,56 0,02 0,3
Tratamiento (Tr) 0,37 0,23 0,2 0,41

Tabla 29. Andlisis de variancia para la severidad (%) de podredumbre morena a 3y 7 dias de
cosecha en el cultivar Flordaking durante dos afios consecutivos, ante aplicacion de tratamientos
precosecha con fosfitos.
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Figura 44. Severidad (%) de M. fructicola a 3 y 7 dias de cosecha en frutos cultivar Flordaking
tratados en precosecha con fosfitos de potasio y calcio, solos 0 en combinacién con fungicidas
de sintesis quimica. Campafias 2019 y 2020. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (LSD Fisher, p< 0,05). Las barras verticales representan + el error
estandar de la media.

5.3.1.2. Cultivar Elegant Lady

Se evaluo el efecto de tratamientos con fosfitos solos y en combinacién con fungicidas de
sintesis quimica, sobre el desarrollo de la enfermedad y parametros de calidad poscosecha
durante tres afios consecutivos (2019- 2020 y 2021) en un lote comercial en la zona de Pifiero,

provincia de Santa Fe.
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Durante el primer afio de experimentacion (2019) la cosecha se realizé en dos veces de
acuerdo iban madurando los frutos, con siete dias de diferencia entre ambas pasadas. La

recoleccion de frutos a evaluar en los dos afios siguientes se hizo en una sola pasada.

En general no se evidencio diferencias entre tratamientos precosecha sobre la incidencia
en poscosecha (Tabla 30), salvo en la primera pasada de cosecha del 2019 (Figura 45—-A), donde
se manifestd mejor comportamiento del tratamiento con FFK + fungicidas a 3y 7 dias y fungicida
solo a 3 dias de cosecha. En la segunda pasada no se observé dicho comportamiento, habiendo
pasado mas de diez dias de la tltima aplicacién de los tratamientos. Si bien en los afios restantes
de experimentacién no se evidencid diferencias estadisticas entre tratamientos, se volvid a
observar una tendencia a incidencias mas bajas en el tratamiento FFK + fungicidas a 7 de
cosecha en el afio 2020 (Figura 45-B).

INCIDENCIA
ANO EXPERIMENTACION 2019 2020 2021
Dias de cosecha (DC) 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias
Efecto F F F F F F
Repeticion (Rep) 4,71* 2,88 0,92 5,40* 6,11* 4,18*
Tratamiento (Tr) 3,09* 2,21 0,45 2,73 2,14 0,92
Pasada de cosecha (PC) 58,64** 56,24** - - - -
TrxPC 4,94** 1,05 - - - 5

Tabla 30. Andlisis de variancia para la incidencia (%) de podredumbre morena a 3 y 7 dias de
cosecha en el cultivar Elegant lady durante tres afios consecutivos, previa aplicacion de
tratamientos precosecha. DC= Dias de cosecha; Rep= Repeticidn; T= Tratamiento; PC= Pasada
de cosecha. Los * indican diferencias estadisitcas significativas (p<0,5); los ** indican diferencias
estadisitcas significativas (p<0,1).

INCIDENCIA (%) 3 dias 7 dias
ler Pasada Cosecha 2019 8,04 + 4,10 33,90 £ 11,86
2da Pasada Cosecha 2019 9,32+4,51 64,45 + 10,90
2020 1,31 + 0,67 3,35+1,42
2021 7,84 £ 3,24 22,00 £ 8,13

Tabla 31. Incidencia de podredumbre morena a 3 y 7 dias de cosecha, frutos cultivar Elegant
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Lady, en ausencia de tratamientos (testigo). Se muestran las medias y desvios estandar para las
mediciones.
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Figura 45. Incidencia (%) de M. fructicola a 3 y 7 dias de cosecha en frutos cultivar Elegant lady,
tratados en precosecha con fosfitos de potasio y calcio, solos 0 en combinacién con fungicidas
de sintesis quimica. Campafias A- 2019, B- 2020y C- 2021. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (LSD Fisher, p< 0,05). Las barras verticales representan * el error
estandar de la media.

Para la variable severidad tampoco se observé diferencias entra tratamientos
(Tabla 32) en los diferentes afios, aunque en el afio 2019 los tratamientos tuvieron diferente
comportamiento en ambas pasadas de cosecha y a 7 dias el tratamiento FFK + fungicidas
present6 menor severidad en frutos (Figura 46-A). La misma tendencia de dicho tratamiento ante
la severidad se mantuvo el afio 2020 (Figura 46-B), aunque en el 2021 el tratamiento que

manifestd mejor comportamiento fue el que incluy6 fungicidas (Figura 46-C).

SEVERIDAD
ANO EXPERIMENTACION 2019 2020 2021
Dias de cosecha (DsC) 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias
Efecto F F F F F F
Repeticion (Rep) 1,59 0,21 0,69 1,18 4,18* 5,16*
Tratamiento (Tr) 1,24 0,89 0,34 0,94 1,68 1,39
Pasada de cosecha (PC) 17,27** 65,89** - - - -
Tr x PC 1,87 4,63** = = = =

Tabla 32. Analisis de variancia de la severidad (%) de podredumbre morena a tres y siete dias
de cosecha en el cultivar Elegan lady durante tres afios consecutivos, previa aplicacion de
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tratamientos precosecha. DC= Dias de cosecha; Rep= Repeticion; Tr= Tratamiento; PC= Pasada
de cosecha. Los * indican diferencias estadisticas significativas (p<0,5); los ** indican diferencias
estadisticas significativas (p<0,1).
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Figura 46. Severidad (%) de M. fructicola a 3 y 7 dias de cosecha en frutos cultivar
Elegant lady, tratados en precosecha con fosfitos de potasio (FFK) y calcio (FFCa), solos
0 en combinacién con un fungicida de sintesis quimica. Campafias A- 2019, B- 2020y C-
2021. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD Fisher,
p< 0,05). Las barras verticales representan * el error estandar de la media.

5.3.2. Efecto de tratamientos precosecha sobre pardmetros calidad poscosecha

5.3.2.1. Cultivar Flordaking

Color

En ambos afios el parametro H mostré diferencias significativas ante la aplicacion de
tratamientos, mientras que el parametro C sélo en el afio 2019 (Tabla 33). Los tratamientos
fungicida y FFCa + fungicida presentaron angulo de tono (H) mas bajos respecto a los otros
tratamientos, con valores entre 79 y 81 manifestando color de piel amarillo en ambos afios de
experimentacion, respecto a los demas tratamientos que presentaron menos color. El croma o
vivacidad de color (C) manifesté valores mas altos ante los tratamientos FFK 0,3%, FFK +

fungicida, aunque sin diferenciarse del tratamiento testigo (Tabla 35).
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"Flordaking’- Pardmetro de calidad: COLOR
2019 2020
FVvV L H C L H C
Tratamiento 0,68 252~ 3,39 ** 1,87 3,28 ** 1,02
Repeticion 2,59 2,21 0,70 7,78 ** 1,06 6,57 **

Tabla 33 Analisis de la variancia de diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre
el color de frutos "Flordaking” durante los afios 2019 y 2020. L: Luminosidad; H: Hue o &ngulo
de tono; C: croma o vivacidad. Los * indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacion
correspondiente a tratamiento, fue comparada con test LSD.

Peso y calibre

Las variables de calidad peso y calibre manifestaron diferencias ante los tratamientos en
el afio 2019 (Tabla 34).

Los tratamientos de FFK + fungicida, FFCa + fungicida y fungicida solo, manifestaron los
valores mas altos para el variable peso respecto al testigo. Para el afio 2020 no se obtuvieron

los datos de esta variable (Tabla 36).

En cuanto al calibre, en la tabla 36 se puede observar que el tratamiento con fungicida
manifestd valores mas altos respecto al testigo en los dos afios de experimentacion, y el FFK +

fungicida en el afio 2019.

"Flordaking”
2019 2020
Fv PESO | CALIBRE | FIRMEZA SST CALIBRE | FIRMEZA SST
Tratamiento | 2,77 ** 2,72 * 4,85 ** 2,37 * 2,10 2,58 * 1,26
Repeticion 1,84 1,10 24,01 ** 6,21 ** 6,36 ** 6,82 ** 4,38 *

Tabla 34. Andlisis de la variancia de diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre
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el peso, calibre firmeza y solidos solubles totales (SST) de frutos “Flordaking” durante los afios
2019 y 2020. Los * indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los **indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacién correspondiente a

tratamiento, fue comparada con test LSD.

Firmeza y sélidos solubles totales (SST)

La variable firmeza manifest6 diferencias significativas (p<0,05) en ambos afios de
experimentacion ante diferentes tratamientos; mientras que la variable SST sélo manifesto
diferencias el afio 2019 (Tabla 34).

La firmeza presentd valores mas altos con FFCa 0,3%, aunque sin diferencias respecto
al testigo en el afio 2019, mientras que en el afio 2020 la mayor firmeza la presento el tratamiento

con FK 0,3% con diferencias respecto al testigo (Tabla 37).

Durante ambas campafas los SST fueron mayores (p<0,05) en el tratamiento con
fungicidas, sin diferencias con el tratamiento testigo en el afio 2019 y con diferencias en
el afio 2020 (Tabla 37).
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ANO DE COSECHA COSECHA 2019 COSECHA2020

TRATAMIENTOS L H C L H C
TESTIGO 67,27+£0,59 a 87,19+1,24a 40,50 £ 0,38 ab 67,52 +0,69 a 86,43+159ab |39,82+0,48a
FFK 0,3% 67,90+£0,59 a 87,21+1,24a 40,73+0,38 a 66,83 £ 0,69 ab 86,63 +1,58 a 39,06 £0,47 ab
FFK 0,3% + QCO 66,64 £0,59 a 85,61+1,24a 40,49 £ 0,38 ab 66,58 £ 0,69 ab 85,57+1,58ab | 38,98+0,47 ab
FFCA 0,3% 67,19+0,60 a 86,14+1,26 a 39,23+0,38c 67,51+£0,69 a 85,36 +1,58ab |39,44+0,47 ab
FFCA 0,3% + QCO 66,97 £0,69 a 86,18 £1,94 ab 39,13+0,44 c 65,17+0,69b 79,69 +1,58 c 39,21+£0,48 ab
QuUIMICO 66,53 +0,63 a 81,75+1,31b 39,44 £ 0,40 bc 65,80 £ 0,69 ab 82,23+1,58bc |38,40+0,47b

Tabla 35. Estudio del color evaluado en tres parametros: L=luminosidad o claridad de la epidermis; H= angulo de tono y C= croma

(vivacidad e intensidad del color), en frutos cultivar Flordaking ante tratamientos precosecha, durante dos afios consecutivos. Se

muestran las medias y los desvios estandar. Los * indican diferencias estadisticas significativas (p<0,5); los ** indican diferencias

estadisticas significativas (p<0,1).
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ANO COSECHA 2019 COSECHA 2020
TRATAMIENTO (T) PESO CALIBRE PESO CALIBRE
TESTIGO 86,34+3,91c 53,81+0,89b = 6,57 £ 0,07 ab
FFK 0,3% 93,84 + 3,91 abc 55,24+0,89b = 6,45+0,07b
FFK 0,3% + QCO 102,23 £3,914a 56,88+ 0,89 a = 6,47 +0,07b
FFCA 0,3% 89,77 3,94 bc 53,22+0,91b = 6,49 £ 0,07 ab
FFCA 0,3% + QCO 101,11 + 4,52 ab 55,83 +1,04 ab = 6,37+0,07b
QuiMICcO 100,71 + 4,13 ab 56,68 +0,95 a = 6,67 +0,07 a

Tabla 36. Estudio de las variables peso (g) y calibre (mm) en frutos cultivar Flordaking ante diferentes tratamientos precosecha,
durante dos afios consecutivos (2019 y 2020). Los tratamientos son: Testigo= agua; FFK 0,3%= fosfito de potasio; FFK 0,3%+ Qco=
fosfito de potasio en combinacién con fungicidas; FFCA= fosfito de calcio; FFCA+ Qco=fosfito de calcio en combinacién con fungicidas
y Quimico= fungicida sintético utilizado por el productor. Se muestran las medias y desvios estandar de las variables. Letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas, p<0,5.
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ANO COSECHA 2019 COSECHA 2020
TRATAMIENTOS FIRMEZA SST FIRMEZA SST

TESTIGO 4,10+0,23 ab 9,09+0,21ab 3,77+0,17b 10,13+0,18 b
FFK 0,3% 3,87 0,23 bc 9,25+0,21ab 4,31+0,17 a 10,14+ 0,18 b
FFK 0,3% + QCO 3,3%0,23 ¢ 9,2+0,21ab 3,66+0,17b 10,25+ 0,18 ab
FFCA 0,3% 4,66+0,24 a 8,71+0,21 bc 3,96 £0,17 ab 10,25+ 0,18 ab
FFCA 0,3% + QCO 3,18+0,27c 8,44+0,25¢c 3,49£0,17b 10,36 £ 0,18 ab
QUIMICO 3,72+ 0,25 bc 9,38+0,23 a 3,96 0,17 ab 10,70+0,18 a

Tabla 37. Estudio de las variables firmeza (kg/cm2) y SST (°Brix) en frutos cultivar Flordaking ante diferentes tratamientos precosecha

durante dos afios consecutivos (2019 y 2020). SST= sdlidos solubles totales. Los tratamientos son: Testigo= agua; FFK 0,3%= fosfito

de potasio; FFK 0,3% + Qco= fosfito de potasio en combinacién con fungicidas; FFCA= fosfito de calcio; FFCA + Qco= fosfito de

calcio en combinacién con fungicidas y Quimico= fungicida sintético utilizado por el productor. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05). Se muestran las medias y desvios estandar de las variables.
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5.3.2.2. Cultivar Elegant Lady

Color

Los pardametros L y H presentan diferencias significativas ante los tratamientos en el afio
2019 y 2020, mientras que el croma solo manifiesta diferencias en los afios 2020 y 2021 (Tabla
38). Como se observa en la Tabla 39, en el afio 2019 el angulo de tono (H) disminuyd entre la
primera y segunda pasada de cosecha, al avanzar el estado de madurez de los frutos. En la
primera pasada 2019 el tratamiento testigo manifesto los valores mas bajos de L y H, lo que nos
dice que presento colores mas oscuros; mientras que los valores mas altos de ambos parametros
los presento el tratamiento con fungicida. En la segunda pasada de cosecha del 2019, los valores
mas bajos de H, con colores mas rojizos los presentaron los tratamientos testigo, FFCa y
fungicida solo. En el afio 2020 los valores mas oscuros y rojizos, (parametros L y H), los manifest6
el tratamiento FFCa; en cuanto al parametro L los tratamientos FFCa y FFCa+ fungicida también

manifestaron valores bajos de L con tonos mas oscuros.

El croma (C), durante el primer afio de experimentacion, tendié a aumentar de una pasada
a otra de cosecha al avanzar el estado de madurez. Esto indica que los frutos en un estado de
madurez mas avanzado presentaron mayor saturacion del color. Segun los resultados
encontrados, el croma presentd valores mas altos en el afio 2020 ante tratamientos con fungicida,
en el afio 2021 el tratamiento que presenté croma mas elevado fue el FFK, aunque sin diferencias

con el testigo (Tabla 39)
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"Elegant Lady’- Pardmetro de calidad: COLOR

1 ¢ pasada 2019 2 % pasada 2019 2020 2021
FVvV L H C L H C L H C L H C
Tratamiento 3,34 ** | 5,38 * 0,66 3,98 ** | 6,23 ** 1,29 2,95 * 4,52 ** 3,56 ** 0,35 0,80 3,98 **
Repeticion 447 * 6,52 ** 1,51 4,35* | 512 * 0,46 | 18,83 * | 3547 ** 6,16 ** 1,68 2,22 0,97

Tabla 38. Andlisis de la variancia de diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre el color de frutos "Elegant Lady” durante los
afios 2019 (dos pasadas de cosecha), 2020 y 2021. L: Luminosidad; H: Hue o angulo de tono; C: croma o vivacidad. Los * indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacion
correspondiente a tratamiento, fue comparada con test LSD.
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ANO DE 2 da PASADA - COSECHA
COSECHA ler PASADA - COSECHA 2019 2019 COSECHA2020 COSECHA 2021
TRATAMIENTOS L H C L H C L H C L H C
66,57 +
52,93+0,93 | 64,21+ | 40,13+ | 54,71+ | 62,42+ | 41,90+ | 55,24+ | 2,18 | 39,36+ | 4587+ | 50,77+ | 26,67+
TESTIGO c 2,03c | 067a | 089b | 1,90b | 2,41b | 091a | abc | 059bc | 0,89a | 24b | 034ab
54,89+0,93 | 69,55+ | 41,57+ | 59,29+ | 76,77+ | 44,91+ | 55,74+ | 67,76+ | 40,79+ | 46,92+ | 54,91+ | 27,49+
FFK 0,3% be 2,04bc | 068a | 089a | 1,90a | 241ab | 091a | 2,18ab | 0,59ab | 0,89a | 2,4ab | 034a
55,83+0,93 | 76,1+ | 41,25+ | 59,43+ | 72,56+ | 44,69+ | 53,41+ | 64,42+ | 38,30+ | 4537+ | 54,40+ | 2564+
FFK 0,3% + QCO ab 2,03a | 067a | 089a | 1,90ab | 2,41ab | 0,91ab | 2,18 bc | 0,59c | 0,89a | 24ab | 034c
56,48+0,93 | 73,87+ | 41,08+ | 57,88+ | 69,43+ | 43,13+ | 52,34+ | 58,34+ | 40,38+ | 4591+ | 54,69+ | 26,49+
FFCA 0,3% ab 2,03ab | 067a | 089a | 1,90b | 241b | 091b | 2,18d | 0,59ab | 0,89a | 2,4ab | 0,34 bc
55,61+0,93 | 72,56+ | 40,85+ | 58,37+ | 72,13+ | 44,80+ | 52,39+ | 60,69+ | 40,34+ | 4596+ | 54,16+ | 26,49+
FFCA 0,3% + QCO ab 2,03ab | 067a | 0,89a | 1,90ab | 2,41ab | 091b | 2,18cd | 0,59ab | 0,89a | 2,4ab | 0,34 bc
5799+ | 76,90+ | 41,55+ | 59,16+ | 70,25+ | 49,93+ | 5542+ | 71,01+ | 41,32+ | 46,38+ | 50,77+ | 25,68
QUIMICO 093a 203a | 067a | 089a | 1,90b | 241a | 091a | 2,18a | 059a | 0,89a | 24a | 034c

Tabla 39. Estudio de la variable color evaluada en tres parametros: L= luminosidad o claridad de la epidermis; H= angulo de
tono y C= croma (vivacidad e intensidad del color), en frutos cultivar Elegant lady ante tratamientos precosecha durante tres afos
consecutivos. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). Se muestran las medias y desvios
estandar de las variables.
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Peso y Calibre.

El peso se evalu6 en los afios 2019 y 2021, mientras que el calibre en los afios 2019 y
2020. En ambos afios, tanto el peso como el calibre manifestaron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 40 y 41). Para las variables peso y calibre, se observé un aumento de las

mismas en el afio 2019 entre ambas pasadas de cosecha (Tabla 42).

No hay una respuesta clara del calibre ante los tratamientos con fosfitos, ya que en el afio
2020 los mayores calibres lo manifestaron los frutos tratados con fosfitos, mientras que el afio
2021 lo manifestaron los frutos tratados con fosfitos + fungicidas. En cuanto al peso tampoco se
evidencié una respuesta clara por parte de los tratamientos en los diferentes afios de

experimentos.

Firmezay SST

Las variables de calidad firmeza y SST se midieron los tres afios de experimentacion. En
caso de la firmeza manifest6 diferencias entre tratamientos en la primera pasada del afio 2019,
en el 2020 y 2021; en el caso de los SST manifesto diferencias entra tratamientos todos los afios
de experimentacién (Tabla 40 y 41).

La firmeza manifestdé una caida entre ambas pasadas de cosecha en el primer afio de
experimentacion, relacionada a un ablandamiento segun avanza el estado de madurez del fruto
(Tabla 43). No se observé una respuesta clara respecto a algin tratamiento sobre un aumento

de firmeza.

En cuanto al contenido de SST, el FFCa 0,3% + fungicidas se destacd entre los
tratamientos en los diferentes afios de experimentacion, con mayor contenido respecto al testigo
(Figura 43). Ademés, se observé una tendencia a que los tratamientos con fosfitos solos retrasen
la acumulacion de SST respecto al testigo, con diferencias estadisticamente significativas en el
FFCa.
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"Elegant Lady’

1 ¢ pasada 2019 2 Y@ pasada 2019
FV PESO CALIBRE FIRMEZA SST PESO CALIBRE FIRMEZA SST
Tratamiento 4,28 ** 4,56 ** 11,17 * 4,10 ** 1,16 1,93 1,35 10,84 **
Repeticion 4,77 * 2,02 3,05* 9,50 ** 0,46 1,71 31,22 ** 7,17 **

Tabla 40. Andlisis de la variancia de diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre el peso, calibre firmeza y sélidos solubles

totales (SST) de frutos "Elegant Lady” durante el 2019 en dos pasadas de cosecha. Los * indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05). Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacién correspondiente a tratamiento, fue

comparada con test LSD.

"Elegant Lady’

2020 2021
CALIBRE FIRMEZA SST PESO FIRMEZA SST
Tratamiento 13,95 ** 5,02 ** 10,59 ** 8,60 ** 9,27 ** 9,38 **
Repeticion 27,90 ** 31,44 ** 8,26 ** 1.90 4,06 * 1,35

Tabla 41. Andlisis de la variancia de diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre el peso, calibre firmeza y sélidos solubles

totales (SST) de frutos "Elegant Lady” durante los afios 2020 y 2021. Los * indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los

**indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacion correspondiente a tratamiento, fue comparada con test

LSD.
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ANO PRIMERA PASADA COSECHA 2019 | SEGUNDA PASADA COSECHA 2019 | COSECHA 2020 COSECHA 2021
TRATAMIENTOS | PESO CALIBRE PESO CALIBRE PESO | CALIBRE PESO CALIBRE
TESTIGO 118,83 +£3,42 a 6,04+0,063a | 122,08+3,22ab | 6,08 +0,056a = 6,72+0,06 b | 151,41 +4,32b | 6,54+0,06 b
FFK 0,3% 99,47+3,45¢c 566+0,063c |119,42+3,22ab | 6,02+0,056ab | - 6,93+0,06a | 151,69 +4,32b | 6,65+0,06b
FFK 0,3% + QCO 101,31 +3,42bc | 5,72+£0,063 bc | 122 +3,22 ab 6,02+0,056ab | - 6,37+0,06c | 174,54 £4,32a | 6,94+0,06 a
FFCA 0,3% 103,58 £3,42 bc | 5,74 +0,063 bc | 120,25 +3,22ab | 6,12 £0,056 a = 6,97 £0,06a | 154,67 +4,32b | 6,65+0,06 b
FFCA 0,3% + QCO | 105,42 £3,42 bc | 5,78 +0,063 bc | 114,33+3,22b 5,89 £ 0,056 b = 6,61+0,06b | 180,01+4,32a | 6,98 +0,06a
QuiMicoO 110,15+3,42ab | 5,84+£0,063b | 124,33+3,222a 6,07 + 0,056 a = 6,55+0,06b | 154,78 +4,32b | 6,59+0,06b

Tabla 42. Estudio de las variables peso (g) y calibre para frutos cultivar Elegant lady ante diferentes tratamientos precosecha, durante
tres afios consecutivos. Los tratamientos son: Testigo= con agua; FFK 0,3%= Fosfito de potasio; FFK 0,3%+ Qco = Fosfito de potasio
+ fungicidas de sintesis quimica (fungicida); FFCa 0,3%= Fosfito de calcio; FFCa 0,3%+ Qco= Fosfito de calcio + fungicidas de sintesis
guimica (fungicida); Quimico= fungicida o producto de sintesis quimica utilizado por el productor. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05). Se muestran las medias y desvios estandar de las variables.
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PRIMERA PASADA COSECHA

SEGUNDA PASADA - COSECHA

ANO 2019 2019 COSECHA 2020 COSECHA 2021
TRATAMIENTOS | FIRMEZA SST FIRMEZA SST FIRMEZA SST FIRMEZA | SST
TESTIGO 6,91 +0,22c | 12,16+0,16¢c |599+0,21b | 11,54+0,12b | 6,87+0,22ab | 12,97+0,16b | - 12,77 £0,16 ab
FFK 0,3% 7,12 £0,23¢c | 12,34+0,16bc | 6,63+£0,21a 11,49+0,12b | 6,8+0,21ab | 13,01+£0,16b | - 12,33 +0,16 cd
FFK0,3%+QCO |7,90+0,23b | 13,11+0,16a 6,47+0,21ab | 11,95+0,12a | 7,240,222 13,01+£0,16b | - 12,47 £ 0,16 bc
FFCA 0,3% 8,47+0,23ab | 12,44+0,16 bc | 6,18 £0,21ab | 11+0,12 ¢ 6,04+0,21c 12,04+0,16c | - 11,80+0,16 e
FFCA 0,3% +QCO | 8,43+0,23ab | 12,66+0,16ab | 6,08 +0,21ab | 11,89+0,12a | 6,36+0,22bc | 13,650,162 | - 13,09 £0,16a
QuIMICO 8,76+0,23 a 12,61+0,16b | 6,41+£0,21ab | 12,10£0,12a | 7,25+0,21a 13,27 £0,16 ab | - 12 £0,16 de

Tabla 43. Estudio de las variables firmeza (kg/cm?) y SST (°Brix) para frutos cultivar Elegant lady ante diferentes tratamientos
precosecha, durante tres afios consecutivos. SST= sélidos solubles totales. Los tratamientos son: Testigo= con agua; FFK 0,3%=
Fosfito de potasio; FFK 0,3%+ Qco = Fosfito de potasio + fungicidas de sintesis quimica (fungicida); FFCa 0,3%= Fosfito de calcio;
FFCa 0,3%+ Qco= Fosfito de calcio + fungicidas de sintesis quimica (fungicida); Quimico= fungicida o producto de sintesis quimica
utilizado por el productor. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). Se muestran las medias y

desvios estandar de las variables.
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Rendimiento

El rendimiento fue evaluado el Gltimo afio de experimentacion (2021) para el cultivar
Elegant lady, debido a que se realizé en un lote comercial de un productor fruticola con la

limitante que eso implica. El propdsito fue que las plantas evaluadas llevaran tres afios

consecutivos de aplicaciones con fosfitos.

No se evidenciaron diferencias entre tratamientos (Tabla 44). Sin embargo, todos
los tratamientos presentaron mayor carga (kg/planta) respecto al testigo. El tratamiento
FFCa 0,3% manifesté mayor rendimiento, le siguieron los tratamientos de fosfitos en

combinacion con fungicidas (Figura 47).

RENDIMIENTO (Kg)

EFECTO F
TRATAMIENTO 0,58
REPETICION 1,74

Tabla 44. Andlisis de la variancia de la variable rendimiento para el cultivar Elegant lady
ante diferentes tratamientos precosecha en el afio 2021.
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Figura 47. Evaluacion del rendimiento (kg/planta) en el cultivar Elegant lady para distintos

TESTIGO FFK0,3% FFKO0,3%+ FFCAO0,3% FFCAO0,3% + QUIMICO




tratamientos de precosecha con fosfitos. Las barras verticales representan + el error
estandar de la media.

5.4. DISCUSION

La eficacia de los fosfitos en el control de patdgenos depende del tiempo de
aplicacion, el cultivo, la ubicacién, la incidencia de la enfermedad (Nativitas-Lima, 2021) y

de la formulacién (Nativitas-Lima, 2021, Araujo et al, 2010).

En Argentina casi no hay experiencias realizadas en el uso precosecha de fosfitos
solos y en combinacién con fungicidas en el control de podredumbre morena en duraznero,
salvo Mitidieri et al. (2017) quien no observo efectos de FFK y FFCa solos o0 en combinacién
con fungicida en el control de esta patologia. En el presente trabajo de tesis, los
tratamientos precosecha (asperjado de la planta) con fosfitos solos o en combinacién con
fungicida no manifestaron diferencias con el testigo en el desarrollo poscosecha de la
podredumbre morena (M. fructicola) en ninguno de los dos cultivares, en concordancia con
lo ya observado en esta tesis en el capitulo I, y de acuerdo con Mitidieri et al. (2017).
Nativitas —Lima (2021) observé resultados diferentes a los alcanzados en esta tesis al
encontrar menor desarrollo de podredumbre morena ante aplicaciones reducidas de
fungicidas en combinacion con fosfitos de potasio. Si bien no hubo diferencias entre
tratamientos, el FFK en combinacion con los fungicidas manifestd6 menor incidencia y
severidad de la enfermedad respecto al FFCa. Este resultado es consistente con los
ensayos de laboratorio, en los que se observé un mayor efecto del FFK sobre la inhibicion

de la germinacién de conidios y el crecimiento micelial que el FFCa.

Los resultados reportados en esta tesis podrian haber sido diferentes si se hubiera
agregado coadyuvante a la mezcla, a fin de alcanzar una mayor retencion del fosfito sobre
la piel de la fruta y obtener quizas mejores resultados de los mismos. En este trabajo de
tesis se decidio no usar coadyuvante para poner foco en el efecto de los fosfitos, ya que el
agregado de coadyuvante (COA Silwet Stik2 0,055%) podria ejercer un efecto sobre el
patdégeno. Brambilla et al. (2022), mostré como el agregado de coadyuvante potencio el
efecto del aceite de Melaleuca alternifola sobre el crecimiento in vitro de M. fructicola vy,

ademas, observaron un efecto de inhibicion respecto al testigo por parte del coadyuvante.
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Segun nuestros resultados, el FFCa manifestd menor efectividad respecto al FFK en el
control de M. fructicola, al igual que observaron Moreira y May de Mio (2009). Moreira et al
(2002) también observaron un control significativo del FFK sobre podredumbre morena en

durazno aplicado en precosecha, no asi para FFCa.

Los fosfitos también pueden desencadenar efectos benéficos actuando como
bioestimulantes (Nativitas-Lima, 2021; Yommi, 2021; Gomez—Merino y Trejo-Téllez, 2015).
Los casos de aplicacion de bioestimulantes reportados en la bibliografia internacional sobre
frutales son mas escasos respecto a cultivos horticolas, debido a que los estudios en
plantas frutales son mas complejos y requieren de mayor cantidad de afios de
experimentacion para sacar conclusiones confiables; ademas las respuestas pueden variar
debido a las reservas de nutrientes almacenados en las raices y a las condiciones

ambientales particulares de cada temporada (Yommi, 2021).

Existe bibliografia donde los fosfitos usados como bioestimulantes mejoran la
asimilacién de nutrientes y aplicados via foliar aumentaron el rendimiento y la calidad de
varias especies de frutales (Estrada-Ortiz et al, 2011); asi como incrementaron la intensidad

floral, tamafio de frutos y SST (Thao & Yamawaka, 2009).

Para evaluar el efecto de los fosfitos sobre la coloracion de la piel de la fruta, se
evaluaron los parametros angulo de tono (H), luminosidad (L) y croma (C). El H es el mejor

indicador de cambios de color durante la maduracion de la fruta (Bizjack et al., 2013).

Existen reportes donde el H y la L disminuyeron con el avance de maduracién
indicando mayor intensidad de colores rojizos (H) y piel mas oscura (L) (Rodriguez-Félix et
al., 2011; Bizjak et al., 2013); en nuestros experimentos el H tendid a disminuir entre ambas
pasadas de cosecha en el afio 2019. Por otro lado, el C (saturacién de color) aumenté entre
ambas pasadas conforme con el avance en la maduracién de los frutos. De acuerdo a los
resultados de esta tesis los tratamientos con fosfitos no influyeron sobre el color de la piel
con respecto al testigo, en coincidencia con Moreira y May de Mio (2009), quienes tampoco
encontraron diferencias en relacion al testigo para la coloracion de frutos de durazneros.
Para la variable peso y calibre no se observaron diferencias para "Elegant lady’, cultivar de

maduracion intermedia, al igual que lo encontrado por Moreira y May de Mio (2009) en
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duraznos tardios. El cultivar Flordaking de maduracion temprana, manifest6 mayor peso
con FFCa + fungicidas respecto al testigo y mayor calibre con el tratamiento con fungicidas.
Los SST en el tratamiento con fungicidas para “Flordaking’, y con FFCa + fungicidas para
"Elegant lady” aumentaron. En este ultimo cultivar, ademas se observo una disminucién en
los SST en frutos tratados con fosfitos, similar a lo observado por Moreira y May de Mio
(2009), quienes reportaron un descenso de SST ante la aplicacion de fosfitos en duraznos
tardios. Moor et al, (2008), también menciona cambios de sabor ante aplicacion de fosfitos

con aumento de acidez titulable y caida de azucares (SST) en frutos de frutillas.

La variable firmeza no manifesté diferencias respecto al tratamiento testigo en
coincidencia con los resultados de Moreira y May de Mio (2009) en durazno y, de Yommi
(2021) en kiwi, quien tampoco encontré efecto de fosfitos sobre la firmeza como tampoco

sobre el contenido de SST en frutos de esta planta.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
respecto al testigo en el rendimiento (kg/planta), debido a la variabilidad entre plantas
(caracteristica propia de ensayos realizados en frutales). A partir de esta experiencia no se
podrian sacar conclusiones sobre el efecto de los fosfitos para la variable rendimiento ya
que se evalué un solo afio y el tratamiento FFCa 0,3% fue subvalorado ante la pérdida de
fruta en la parcela. Sin embargo, se observé una clara tendencia de aumento en el
rendimiento ante tratamientos de FFCa 0,3% y ambos fosfitos en combinacién con
fungicidas. Este resultado estd de acuerdo con lo que cita la bibliografia sobre mayor
eficiencia en la asimilacion de nutrientes por parte de los fosfitos, que se traduce en
aumentos de rendimientos (Estrada-Ortiz et al, 2011). Percival y Noviss (2010) encontraron
mayores rendimientos en plantas tratadas con FFK en combinacién con myclobutanil en

plantas de pera.
5.5. CONCLUSIONES

Los tratamientos con fungicidas solos o en combinacion con FFCa aumentaron los
SST en frutos de ambos cultivares. Ademas, la combinacion de fosfito de calcio con
fungicidas aumentd el peso de frutos cultivar Flordaking. Se podria decir que la combinacién

de FFCa con fungicidas tuvo mejores resultados como bioestimulante que el FFK, vy
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manifesté mayor respuesta en el cultivar Flordaking, respecto al cultivar Elegant lady.

Estos resultados validan la importancia de evaluar combinaciones de tratamientos,
que en el caso de los fosfitos y fungicidas podrian tener un efecto sinérgico a favor de la

sanidad y calidad de los frutos.

Si bien el FFCa combinado con el fungicida mejor6 algunas variables de calidad
poscosecha no se podrian sacar conclusiones contundentes, debido a la variabilidad de las

respuestas.

Las aplicaciones de fosfitos podrian ayudar al control poscosecha de podredumbre

morena, aunque sin modificar los parametros de calidad.
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CAPITULO V

EVALUACION DE IMPACTO AMBIENTAL DE LOS FOSFITOS

6. 1. INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas conflictivos de la produccién agricola esta centrado
en el uso de agroquimicos, ya que los agricultores necesitan realizar aplicaciones para
obtener fruta de calidad y generar recursos econémicos. A su vez, los vecinos sienten que
estan siendo sometidos a un bombardeo quimico cuyos resultados generalmente

desconocen en profundidad (Barbieri, 2020).

Actualmente existe una creciente preocupacion por los problemas de contaminacion
que se generan en el periurbano productivo, que, ademas esta sujeto a dinamicas
territoriales complejas, haciéndose cada vez mas dificil para el pequefio productor ser
competitivo. Es importante preservar la agricultura periurbana, lo que implica abordar las
complejas dindmicas socioecondmicas y ambientales que estructuran los espacios
periurbanos, asi como considerar la l6gica de las redes de actores presentes en el territorio

y los ciclos especificos vinculados con sus actividades productivas.

En términos de legislaciéon y reglamentacién 21 de las 23 provincias argentinas
poseen Leyes de Agroquimicos que en gran medida abordan temas vinculados al uso,
aplicacion y capacitacion. Los objetivos que tienen todas estas legislaciones provinciales
son la proteccion de la salud humana, de los recursos naturales y de la produccién agricola,
a través de la correcta y racional utilizacion de productos fitosanitarios, como asi también
evitar la contaminacién de los alimentos y del medio ambiente, promoviendo su correcto
uso mediante la educacién e informacién planificada. Los municipios han redactado
diferentes marcos normativos en donde dejan expresado para el caso de la provincia de
Santa Fe (Ley -11273), limites de 3000 metros para aplicaciones aéreas y 500 metros para

aplicaciones terrestres (Cid, 2013).

Durante varios afos, debido a una creciente concientizacion ambiental, se ha puesto

el foco en los programas de Manejo integrado de plagas (MIP) y métodos alternativos al
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control de enfermedades, plagas y malezas, con el fin de reducir el uso de pesticidas en los
sistemas agropecuarios, resguardar la seguridad alimentaria y, disminuir la contaminacién

de aguas subterraneas (Kovach et al., 1992).

Los montes fruticolas de la zona de San Pedro (Provincia de Buenos Aires), Soldini,
Alvarez, Pifieiro (Provincia de Santa Fe), quedaron inmersos en lo que se denomina
periurbano con su problemética asociada. Es por esto que se buscan formas de produccion

mas sustentables para poder seguir produciendo en estos territorios.

Tradicionalmente, la eleccion de fitosanitarios se realiza en funcion del precio y su
eficacia, pero no se considera el comportamiento que tienen los mismos una vez que
penetran al suelo, lo cual determina su destino e impacto en el ambiente (Gaona et al.,
2017).

Entre los efectos negativos causados por el mal uso de los fitosanitarios, se
mencionan fitotoxicidad, contaminacién de agua, suelo, aire y alimentos, muerte de fauna
benéfica y dafios a la salud, entre otros (Rovai et al., 2022). Predecir el comportamiento de
los fitosanitarios liberados en el ambiente es necesario para anticipar, y por ende evitar o
minimizar, los posibles efectos adversos sobre el agua subterranea, la salud humana y el

ambiente en general (Gaona et al., 2017).

Debido a la falta de informacién respecto al impacto ambiental producido por los
fosfitos y al interrogante que todos nos hacemos ante este punto, se decidié agregar un
capitulo de cierre del trabajo dénde se evalla el impacto de los fosfitos en el sistema

productivo de duraznos.

Existen diversos indicadores para predecir el impacto ambiental (IA) de los
fitosanitarios., entre ellos el mas conocido es el EIQ (Environmental Impact Quotient) o
Coeficiente de Impacto Ambiental (Kovach et al., 1992). El EIQ puede ser utilizado en los
MIP para comparar diferentes plaguicidas o estrategias de control y seleccionar aquella con
menor impacto en el ambiente, como también comparar diferentes sistemas productivos y

el uso de fitosanitarios asociados a los mismos (Gaona et al., 2017).

El EIQ es un indicador que considera el riesgo sobre todos los componentes del
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ecosistema, incluyendo el trabajador agricola, el consumidor y un componente ecologico.
Este ultimo considera el efecto en peces, aves, abejas, artropodos benéficos y plantas
(Gaona et al., 1017). Constituye una herramienta metodoldgica sencilla para establecer
criterios de sustentabilidad y realizar una mejora continua de los distintos sistemas agricolas
presentes en el territorio (Mansilla Ferro, 2017). Es ademas un indicador préactico, vital para
proveer a técnicos y productores de informacion sobre el impacto y costos de la
incorporacién de diferentes paquetes tecnoldgicos; por éste motivo en el marco de esta
tesis, se selecciond dicho método en la evaluacién del impacto ambiental de los fosfitos
(Rovai et al., 2022).

El objetivo de este capitulo fue evaluar el impacto ambiental que podria ocasionar

la incorporacion de los fosfitos en el manejo de M. fructicola en el cultivo de duraznero.

6.2. MATERIALES Y METODOS

Para realizar este trabajo se disefiaron tres estrategias fitosanitarias para el control
de M. fructicola. Una estrategia convencional con cuatro aplicaciones de Tebuconazole (SC
43 g/100mL) en dosis de 30 cm®/hL; una estrategia con cuatro aplicaciones de FFK (CS
P205 7,2%; K 12.9%), a una dosis de 300 cm®/hL; y una estrategia de cuatro aplicaciones
de la combinacién de FFK + Tebuconazole. Las aplicaciones fueron a los 30, 15, 7 y 1 dia

antes de cosecha con un volumen de caldo de 500 L ha™.

Las estrategias evaluadas en este apartado de la tesis, no son las utilizadas por el
productor, ya que en general hace una rotacion de p.a.; sino que en este capitulo lo que se
pretendid es comparar los FFK con un fungicida convencional muy utilizado por el productor

fruticola en el control de esta enfermedad.

El procedimiento para el calculo del EIQ se basa en una ecuaciéon que conjuga los
tres componentes principales de los sistemas de produccion agricola: el trabajador, el
consumidor y la biota. La ecuacién que describe el coeficiente de impacto ambiental se

desglosa de la siguiente manera:

EIQ={C[(DT*5)+(DT*P)] + [(C*((S+P)/2*SY)+(L)] + [(F*R)*+(D*((S+P/2*3)+(Z*P*3)+B*P*3)]}/
3
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donde DT= Toxicidad dérmica, C= Toxicidad crénica, SY= Sistemicidad, L=
Lixiviacion potencial, R= Pérdida superficial potencial, D= Toxicidad en aves, S=Vida media
en el suelo, Z= Toxicidad en abejas, B= Toxicidad en insectos benéficos y P= Vida media
en la superficie vegetal.

El riesgo para el trabajador se define como la suma de la exposicion del aplicador
(DT*5) mas la exposicion del cosechador (DT*P) multiplicada por el efecto a largo plazo
sobre la salud, denominado toxicidad crénica (C). EI componente consumidor se obtiene
sumando el potencial de exposicion del consumidor (C*((S+P) /2) *SY) méas el efecto
potencial sobre el agua superficial (L). EI componente ecoldgico del modelo se obtiene
sumando los efectos de los quimicos en los peces (F*R), aves (D*(S+P) /2) *3), abejas
(Z*P*3), y artrépodos benéficos (B*P*5). Algunas variables de la formula se ponderan. En
el impacto al trabajador agricola, la toxicidad dermal aguda se pondera por un factor de 5,
debido a la mayor probabilidad de exposicion del aplicador al producto concentrado. En el
componente del consumidor, las variables no se ponderan. Por otro lado, en el componente
ecoldgico, la toxicidad a las aves y abejas se pondera por 3, para asignar mayor
probabilidad de exposicion de los organismos terrestres con respecto a los acuaticos. Para
los artrépodos benéficos se pondera por 5, considerando que pasan mas tiempo en el
cultivo (Mendoza et al., 2014).

En la formula cada componente esta formado por variables cuyos datos de entrada
han sido transformadas en calificaciones numéricas o categorias de peligro en una escala
arbitraria de 1 a 5, segun el criterio establecido por Kovach et al. (1992), que se describe
en la Tabla 45.

Una vez establecidos los coeficientes de IA para cada uno de los plaguicidas, se
determina el impacto ambiental a campo (EIQc), que nos permite comparar con precision
diferentes estrategias de manejo quimico utilizadas para el control dentro del sistema

productivo. El EIQc se calcula segun la siguiente ecuacion:

EIQ a campo= EIQ* i.a* dosis* frecuencia de uso, donde EIQ= coeficiente de
impacto ambiental, i.a =porcentaje de ingrediente activo del producto formulado; dosis=

cantidad de producto comercial aplicado en campo; frecuencia= nimero de aplicaciones.
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Modo de accion (SY)

Toxicidad Pescados 96 hs LC50 (F)

No Sistémico 1 >10 ppm 1
Herbicidas 1-10 ppm 2
Sistémico <lppm 3

Toxicidad Dermal LD50 (DT) Toxicidad en aves 3 dias LC50 (D)
> 2000 > 1000 ppm 1
200 — 2000 100 - 1000 ppm 3
0-200 5 1-100 ppm 5

Efectos sobre la salud a largo término Toxicidad en beneficos (B)

Pocoonada 1 bajo impacto 1
Posible 3 impacto moderado 3
Definitive 5 impacto severo 5
herbicidas post emergentes 3

Vida media en sup. de la planta (P)

1-2semanas 1 Toxicidad En abejas (Z)
2 -4semanas 3 No téxico 1
>4 semanas 5 moderadam. Tdxico

Herbicidas preemergentes 1 altamante téxico 5

Vida media en el suelo (S) Agua subt. Y potencial de escorrentia (L)
T 1/2 <30 dias Baja 1
T1/2=30-100 dias Media 3
T1/2>100dias 5 Alta 5

Tabla 45. Criterios de ponderacion de las variables usadas en el calculo de EIQ

tedrico (Fuente: Kovach et al., 1992).

6.3. RESULTADOS

A partir de la hoja de seguridad y marbete de los FFK y Tebuconazole, es que se
obtuvieron los valores numéricos de la ecuacion para el célculo del EIQ de cada producto.
A continuacién, se muestran los valores de cada componente de la ecuacion de EIQ para
los FFK (Tabla 46) y tebuconazole (Tabla 47), y los EIQ.
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Tabla 46. Valores de cada componente de la ecuacion de EIQ para FFK. Tox= Toxicidad;
Sup= superficie. EIQ= 5,55
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Tabla 47. Valores de cada componente de la ecuacion de EIQ para Tebuconazole (Folicur).
Tox= Toxicidad; Sup= superficie. EIQ=7,44.

Luego se calculo el EIQ de campo (Tabla 48) teniendo en cuenta EIQ
correspondiente al producto, el porcentaje de principio activo (p.a.) de la formulacion
aplicada, la dosis en kg o L ha' y el nimero de aplicaciones realizadas en el cultivo. En el
caso de tratamientos compuestos por mezclas de dos o mas activos se sumaron los EIQc

de cada uno.
% p.a.
p.a. ElQ formul dosis N° aplic. | EIQ campo
Tebuconazole 7,44 0,43 0,15 4 1,91
FFK 5,55 0,2 1,5 4 6,66

Tabla 48 Valores de EIQ de campo para las diferentes estrategias.

Para la estrategia donde se combinaron los dos p.a. se suman los dos EIQ de cada
producto, alcanzando en este caso un EIQ final de 8,57.

El valor de impacto ambiental de las diferentes estrategias evaluadas es <25 con lo
cual es muy bajo. La estrategia del fungicida en éste caso en particular tiene menor EIQ de
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campo respecto a la de los FFK, debido a que la dosis utilizada con el Tebuconazole es
menor respecto a la del FFK. Sin embargo, el EIQ inicial de los FFK es menor a la del
Tebuconazole, debido al bajo riesgo al aplicador, consumidor y ecolégico. Por otra parte, el
Tebuconazole presenta toxicidad en pescados, un potencial medio de pérdida en superficie

y vida media en el suelo de 30 a 100 dias.

6.4. CONCLUSIONES

El FFK mostré un muy bajo impacto ambiental en este sistema productivo y muy
bajo riesgo para el trabajador (aplicador), por su baja toxicidad dermal y crénica. También
manifestd muy bajo riesgo para el consumidor ante una baja exposicion del mismo, al
presentar baja toxicidad crénica, baja vida media en el suelo y en la superficie del vegetal,
al ser sistémico y presentar bajo potencial de lixiviacion en el suelo. Por otro lado, el riesgo
ecoldgico también fue bajo dada su baja toxicidad en peces, aves, abejas y bajo potencial
de escurrimiento sobre aguas subterraneas. Por otra parte, debido a que el durazno es una
fruta muy susceptible a podredumbre morena y es necesario protegerlo hasta final de ciclo
del cultivo, la Unica opcién posible es con productos como los fosfitos que no tienen periodo

de carencia.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

En base a la hipotesis planteada en esta tesis se podria concluir que:

Los fosfitos presentan efecto directo sobre el crecimiento del patégeno in vitro.

2. Aplicaciones preventivas de fosfitos en poscosecha no afectan la curva de
susceptibilidad del hospedante ante Monilinia fruticola, pero podrian disminuir la
expresion de sintomas en frutos en estado de cosecha.

3. Aplicaciones preventivas en poscosecha de FFCa 0,3% podrian presentar
efecto indirecto sobre el hospedante al expresar compuestos asociados a los
mecanismos de resistencia inducida como el aumento de fenoles totales y PPO
en estado de cosecha.

4. Los FFK no manifestaron efectos inductivos sobre el hospedante como los
FFCA.

5. Se manifestaron mayores efectos inductivos de los fosfitos sobre el hospedante
en Flordaking respecto a Elegant lady.

6. Los tratamientos preventivos de FFCa en combinacién con fungicida aumento el
peso de frutos en "Flordaking” y SST en "Elegant lady’. Los fosfitos por si solos
no manifestaron actividad bioestimulante marcada.

7. Las aplicaciones de fosfitos podrian ayudar al control poscosecha de
podredumbre morena, aunque sin modificar los parametros de calidad.

8. Aplicaciones de fosfitos para el control de podredumbre morena, mostraron
tener un muy bajo impacto ambiental, muy bajo riesgo para el trabajador y
consumidor, lo que lo hace una estrategia de control posible a tener en cuenta
en frutos de durazno en etapas cercanas a cosecha, ya que dichos productos

no tienen periodo de carencia.

Ante los resultados expuestos, si bien pudo demostrarse un efecto directo sobre el
crecimiento del patégeno, los fosfitos no deberian ser utilizados solos ni podrian
reemplazar a los fungicidas en un programa de manejo de la podredumbre morena.
Tampoco demostraron tener un efecto marcado sobre la calidad de los frutos de
duraznero. Para futuras investigaciones seria importante ensayar mayores dosis de

fosfitos a las evaluadas, asi como mezclas de fosfitos con fungicidas de otras
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familias en combinacion con coadyuvantes; ensayar el uso de estos productos como
desinfectantes en plantas de empaque; también conocer el efecto in vitro sobre otros
patdgenos que afectan al duraznero, tanto los que afectan 6rganos aéreos como los
gque afectan sistema radicular. Para tener un mejor entendimiento de los efectos de
los fosfitos sobre el rendimiento, se requieren mas afos de estudio, ya que es un
parametro afectado por mdultiples factores. Seria interesante evaluar diferentes
cultivares de duraznero, ya que responden de diferente manera ante aplicaciones
de fosfitos.
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ANEXO |
Efectividad in vitro de los fosfitos sobre el crecimiento micelial de M. fructicola

A continuacion, se presentan los resultados parciales de dos repeticiones independientes
(Tabla 1) del experimento, donde se evallan tratamientos de FFK y FFCa en diferentes
dosis, sobre la inhibicién del crecimiento de M. fructicola en cuatro cepas, y en diferentes
tiempos de incubacion. Luego, se detallan los resultados de cada cepa, de manera
individual de ambas repeticiones. En la primera repeticion del experimento se observo
diferencias entre tratamientos sélo para la cepa MS-2 (Tabla 2), donde el FFK0,3% se
destacd, con un 34% de inhibicién del crecimiento respecto al tratamiento testigo (Tabla
3). Por otro lado, en la segunda repeticion del experimento, se puede observar en la Tabla
4, que en todas las cepas se manifestd diferencias entre tratamientos, excepto para la
cepa MS-1. En general se observo diferencias en los tiempos de incubacién para todas
las cepas y en ambas repeticiones, excepto la cepa 345 de la primera repeticion.

ler 2da
repeticion repeticion
FV F F
Tratamiento (T) 3,85** 4,76**
Cepa 12,66** 14,62**
T x Cepa 7,54** 0,62**
Tiempo de incubacion
(t) 22,09** 33,22%
Txt 1,02 1,52*

Tabla 1. Andlisis de variancia de dos repeticiones independientes del experimento donde
se evalla efecto de tratamientos con fosfitos a diferentes dosis, sobre el crecimiento de
cuatro cepas distintas de M. fructicola. Los * indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01).
La fuente de variacion correspondiente a tratamiento, fue comparada con test LSD.

CEPA 341 345 MS-1 MS-2
FV F F F F
Tratamiento 0.47 2.76 1.48 3,05 *

(T

Tlempo .d,e 13,38** 0,89 13.28** 11,82 **
incubacion (t)

T xt 0,36 0,7 0.73 1,47

Tabla 2. Andlisis de variancia del efecto de diferentes tratamientos con fosfitos sobre el



porcentaje de inhibicion del crecimiento respecto al tratamiento testigo, sobre cada cepa
individual de M. fructicola, correspondiente a la primera repeticion del experimento. T=
tratamiento; t= Tiempo de incubacion. Los * indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01).
La fuente de variacion correspondiente a tratamiento, fue comparada con test LSD.

TRATAMIENTO | MS-2

FFK 0,1% 10,15+ 5,74 bc
FFK 0,2% 21,04 £ 5,74 abc
FFK 0,3% 34,01+5,74 a
FFCa0,1% 744 +574c
FFCa 0,2% 27,09 £ 5,74 ab
FFCa 0,3% 19,34 + 5,74 abc

Tabla 3. Efecto de los tratamientos con FFK y FFCa en diferentes dosis sobre la inhibicion
del crecimiento de la cepa MS-2 de M. fructicola. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

CEPA 341 345 MS-1 MS-2
FV F F i F
Tratamiento 13 57% 2,93 0,78 9,61**

(T)

Tlempo q,e 15,88% 48.69%* 42,90% 8,91**
incubacion (t)

Tx1 3.78% 1,08* 1,70* 1,97*

Tabla 4. Andlisis de la variancia del efecto de diferentes tratamientos con fosfitos sobre %
de inhibicion del crecimiento respecto al tratamiento testigo, sobre cada cepa individual de
M. fructicola, correspondiente a la primera repeticion del experimento. T= tratamiento; t=
Tiempo de incubacion. Los * indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
Los **indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). La fuente de variacion
correspondiente a tratamiento, fue comparada con test LSD.



A continuacion, se muestra material fotogréfico del efecto de fosfitos sobre el crecimiento
de la cepa 341, 345, MS-1y MS-2.

CEPA 341




CEPA 345
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ANEXO Il

Efecto de tratamientos con fosfitos sobre incidenciay severidad en "Flordaking”

A continuacion, se muestarn las triples interacciones para la variable incidencia (%)

en frutos”Flordaking” a 3 DI correspondientes a los tratamientos poscosecha del afio 2015.
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Figura 1. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
incidencia (%) a 3 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afio 2015. "Florfaking”. DI= Dias de inoculacién. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.

Efecto de tratamientos con fosfitos sobre incidencia y severidad en cultivar Elegant
Lady

En las siguientes figuras se muestran la interaccion manifestada entre DDPF,
tratamientos y frutos heridos / no heridos, a 3 y 7 dias de la inoculacién, para las variables

incidencia y severidad en tratamientos poscosecha en el afio 2015.

100 H 100 -
90 A
80 A
70
60
50
40
30
20
10
0

INCIDENCIA (%) 3 DI

30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100

DDPF DDPF
TESTIGO S/HERIDA eessee TESTIGO C/HERIDA TESTIGO S/HERIDA

FFK 0,1% SIN HERIDA eeecee FFK 0,2% CON HERIDA FFK 0,2% SIN HERIDA

eeseee TESTIGO C/HERIDA

eeeeee FFK 0,1% CON HERIDA

VI



100 1+
90 A

100 ~

_ 80 A
]
™ 70 4

60 | l l

INCIDENCIA (%) 3 DI

30 38 45 52 58 65 73 I 80 87 93 100 30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100

TESTIGO S/HERIDA PoPF DDPF
TESTIGO S/HERIDA

seccee TESTIGO C/HERIDA eeeeee TESTIGO C/HERIDA

eeeeee FFK 0,3% CON HERIDA FFK 0,3% SIN HERIDA esssee FFCa 0,1% CON HERIDA FFCa 0,1% SIN HERIDA
100 - 1007
90 A 90 ~
— 80 4
5 80 T =)
™ 70 o 70
£ 60 )
<
g 50 5 50
Z 40 S 40
a a
o 30 o 30
b =z
= 20 - 20
10 10
0 0
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100 30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100

DDPF
TESTIGO S/HERIDA eeesee TESTIGO C/HERIDA

FFCa 0,2% SIN HERIDA eeeeee FFCa 0,3% CON HERIDA

eeseee TESTIGO C/HERIDA
eeecee FFCa 0,2% CON HERIDA

DDPF
TESTIGO S/HERIDA
FFCa 0,3% SIN HERIDA

Figura 2. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
incidencia (%) a 3 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afio 2015. "Elegant Lady’. DI= Dias de inoculacion. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.
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Figura 3. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
incidencia (%) a 7 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afio 2015. "Elegant Lady’. DI= Dias de inoculacion. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.
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Figura 4. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
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incidencia (%) a 7 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afo 2017. "Elegant Lady’. DI= Dias de inoculacion. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estdndar de la media.

20 4
S 15 -
g
[a)
< 10 A
a
o
L
ﬁ 51 .Io..o-é.
n PO LY
—ooo-’. .'I “0
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100
DDPF
eeeeee TESTIGO C/HERIDA TESTIGO S/HERIDA
eeeeees FFK 0,1% CON HERIDA FFK 0,1% SIN HERIDA
20 7
&)
™ 15 A
g
[a)
< 10 A
a
o
=
,_(})J 5 1 .1...%.
veooer’ .-°' '..'.. .-'I'o
% o o o °
0 _M
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100
DDPF
eeeeee TESTIGO C/HERIDA TESTIGO S/HERIDA
eeeees FFK 0,3% CON HERIDA FFK 0,3% SIN HERIDA
20 1
3
P 15 4
g
[a) ]
< 10
a
v
S 5
o ..Ioo-oI.
n of Teog e
000 of .-' 'I-.:.
0 — et
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100
eeeees TESTIGO C/HERIDA DDPF

TESTIGO S/HERIDA
eeeeee FFCa 0,2% CON HERIDA

eeseee TESTIGO C/HERIDA
eeeeee FFK 0,2% CON HERIDA

SEVERIDAD (%) A 3DI

SEVERIDAD (%) A 3DI

eeeeee TESTIGO C/HERIDA
eeeceee FFCa 0,3% CON HERIDA

SEVERIDAD (%) 3DI

20

15

10

20

15

10

dee ..I.
. AR
weseet’ e CeriesBe.
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100
DDPF

TESTIGO S/HERIDA
FFK 0,2% SIN HERIDA

15

10

1 .Ic-o.
c..aI. °° .I::O
—eeeer L e e
30 38 45 52 58 65 73 80 87 93 100
DDPF

TESTIGO C/HERIDA
FFCa 0,1% CON HERIDA

TESTIGO S/HERIDA
FFCa 0,1% SIN HERIDA

30 45 52

D
TESTIGO S/HERIDA
FFCa 0,3% SIN HERIDA

Xl



Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
severidad (%) a 3 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afio 2015. "Elegant Lady’. DI= Dias de inoculacién. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estdndar de la media.
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Figura 6. Efecto de los diferentes tratamientos con fosfitos de potasio y calcio sobre la
severidad (%) a 7 DI en frutos heridos y no heridos, a lo largo de su desarrollo. Tratamientos
poscosecha. Afio 2015. "Elegant Lady’. DI= Dias de inoculacion. DDPF= Dias después de
plena floracion. Las barras verticales representan + el error estdndar de la media.
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