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RESUMEN

MANEJO DE LA PUDRICION NEGRA DEL TOMATE CAUSADA POR Alternaria

afternata

Se evaluaron estrategias para el manejo de la podredumbre negra del tomate causada
por Alfernaria alternata (PN). Plantas del cultivar ‘Superman’ (50 por parcela) fueron
tratadas un dia antes de la cosecha con guitosano. Los frutos cosechados en inicic de
color, fueron inoculados con conidios de una mezcla de cepas de A. afternafa patdégenas y
aimacenados a 20+1°C y 86+4% de humedad relativa por 19 dias. Se utitizo un disefo en
bloques completos aleatorizados con cuatro repeticiones. Regularmente se midié: numero
de frutos enfermos, tipo de mancha (en una escala de 0 a 10) y didametro mayor de la
mancha. Se calcularon incidencia, intensidad y severidad de PN. Los datos se analizaren
mediante modeios no lineales mixtos. Frutos de los hibridos ‘Anahi’, 'Badro’ y ‘Superman’
fueron evaluados ante PN, inoculando y evaluando como se describid. Para el estudio de
erradicantes, fue necesario inocular e incubar los frutos por 72 hs, antes de sumemgirlos
en hipoclonto o trocloseno de sodio (500 ppm) o agua destilada. Se probaron por
duplicado en ‘Superman’ (susceptible) y en una oportunidad, en ‘Nixel’ (resistente). El
quitosano redujo la incidencia entre 1 y 4% a los 5 y 6 dias post-inoculacion. La incidencia
de PN en ‘Anahi’ y ‘Badro’ fue 66% a 50% menor que en ‘Superman’, respectivamente. El
trocloseno fue ineficaz en ‘Superman’ y redujo en 39% la incidencia de PN en ‘Nixel'. El
hipoclorito resulté eficaz en ambos cultivares, disminuyendo 10 y 17% la incidencia en

‘Superman’ y en hasta 51% en ‘Nixel!'.

Palabras clave: Lycopersicon esculentum, manejo de enfermedades, susceptibilidad de

cultivares, desinfeccion con cloro
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SUMMARY

MANAGEMENT OF TOMATO BLACK ROT CAUSED BY Alternaria alternata

Strategies to manage tomato black rot (TBR) were tested. The day before harvesting,
tomato plants cv 'Superman’ (50 plants per plot) were treated with chitosan. Fruits initiating
ripening were harvested, inoculated without wounding with conidia of a mix of pathogenic
A. alternata strains and stored at 20+1°C and 8614% relative humidity for 19 days. A
complete randomized block design was used. The number of diseased fruits, lesion type
(O to 10 scale), and the largest diameter of the lesion were recorded. Incidence, intensity
and severity of TBR were calculated. Fruits of ‘Anahi’, ‘Badro’ and ‘Superman’ hybrids
were compared for resistance to TBR by assisted inoculation. For eradication strategies,
fruits were inoculated and incubated for 72 h before immersion in sodium hypochlorite,
sodium troclosene (500 ppm) or distiled water. Cultivars ‘Superman’ (susceptible) and
‘Nixel' (resistant) were used in two or one experiment, respectively. Chitosan reduced TBR
incidence in 1 to 4%, 5-6 days after inoculation. Cultivars ‘Anahi’ and '‘Badro’ had 66 to
55% less disease incidence than ‘Superman’. Sodium troclosene was not efficient in
‘Superman’ and reduced TBR incidence in 39%, in ‘Nixel'. Sodium hypochlorite was
effective in both cuiltivars, decreasing the TBR incidence between 10 and 17% in
‘Superman’ and 51%, in ‘Nixel’.

Key words: Lycopersicon esculentum, disease control, cultivar susceptibility, chlorine
disinfection.



INTRODUCCION

Altemaria spp. causa la tercera parte de las podredumbres registradas en frutos de
tomate en el Mercado Central de Buenos Aires (MCBA) (Sanchez & Mangione, 1995).
Esta informacién ha sido confirmada en un nuevo estudio del MCBA no publicado, donde
se analizaron muestras del periodo 1994-2002. La produccién de tomate para la venta en
fresco es una de las actividades de mayor importancia econémica y social del sector
horticola argentino. La superficie con invemaderos en el partido de Gral Pueyrredén es de
alrededor de 154 has y el 40% de la misma es ocupada en la produccion de tomate,
siendo el tipo redondo el mas cultivado (INDEC, 2005). Aunque ciertos factores han
disminuido la estacionalidad en el mercado (Ghezan, 2000), ei tomate es altamente
perecedero y cualquier intento de alargar su vida en estante favorecera la

comercializacion y la reduccion de pérdidas postcosecha.

Alternaria spp. es un hongo omnipresente y es normal su deteccion en el ambiente.
Tiene aita habilidad para competir como saprofito y es patégeno facultativo, favorecido
por el estrés, la madurez y la senescencia del hospedero. En el tomate, los conidios del
hongo germinan y penetran por heridas (Agrios, 1997) y la infeccién se mantiene latente
hasta que el fruto madura y los tejidos se debilitan (Mitidieri, 1998). En caquis (Diospyros
kaki L.), el patégeno puede ingresar directamente cuando hay condiciones de alta
humedad relativa durante el crecimiento del fruto (Pérez et al, 1995). La enfermedad se
manifiesta generalmente después de la cosecha, con sintomas que corresponden a
manchas negras o castafas, fundamentalmente en la zona de los hombros del fruto de
tomate, que pueden ser deprimidas y que se extienden hacia el interior de los mismos

(Agrios, 1997).



Una forma de minimizar las pérdidas por pudriciones es a través del uso de diferentes
herramientas © estrategias que actian como ‘barreras” para el desarrollo de la
enfermedad (l.eistner & Gorris, 1995). Segun este enfoque, el manejo de una enfermedad
debe basarse en el uso de técnicas que minimicen [a susceptibilidad del hospedante

combinadas con otras que impidan que el microorganismo infecte y colonice los tejidos.

Incrementar la resistencia del hospedante representa una barrera para la infeccién. El
quitosano (polimerc de glucosamina con unién B, 1-4) induce la produccion de risitina,
fitoalexina que actuaria como mecanismo de defensa (Reddy et al, 2000a) y tendria

efectos erradicantes al activar la sintesis de quitinasas (El Ghaouth et al, 1992).

La erradicacion de indculo presente en la superficie del fruto constituiria otra estrategia
para el manejo de la PN. La utilizacion de agroquimicos presenta inconvenientes por ias
restricciones de uso que imponen los tiempos de carencia y la falta de productos
autorizados (SENASA, 1998). Una herramienta erradicante que podria considerarse es el
lavado de los frutos en una soiucién clorada (Beuchat & Ryu, 1997). El cloro actua por
contacto y tiene un control instantaneo del indculo, pero encuentra limitantes cuando el
patdgeno ha penetrado en los tejidos (Boyette et al, 1993). Una forma organica del cloro,
el trocloseno de saodio, ha sido eficaz en el control de A alternata en caquis (Prusky et al,

2001) y mangos (Mangifera indica L.) (Prusky et al, 2002).

Dos barreras naturales relacionadas con la susceptibilidad del fruto son el grado de
madurez de cosecha y el materiai genético. La barrera al desarrollo de podredumbre
negra en los tomates verdes se basa, fundamentalmente, en una mayor fiimeza y mayor
confenido de saponinas (Agrios, 1997). Algunos cultivares se cosechan cuando han

iniciado !a maduracién, teniendo buen contenido de saponinas, pero tienen un



ablandamiento excesivo cuando completan la maduraciéon. Los tomates con ‘firmeza
estructural’ y de ‘larga vida' pueden representar un obstaculo para la enfermedad porque
no se ablandan excesivamente aunque estén totalmente rojos (INTA, 1998). Se debe
encontrar [a mejor combinacién hibrido y manejo para reducir las pérdidas por

podredumbre negra.

Obijetivo general

- Seleccionar herramientas y estrategias adecuadas para el manejo de podredumbres por

A. alternata en frutos de tomate.

Objetivos especificos

- Determinar el efecto del quitosano aplicado en pre-cosecha sobre la pudricion de frutos
de tomate por A. alfernata.

- Estudiar el efecto del cultivar sobre la incidencia e intensidad de pudricion.

- Evaluar el efecto erradicante del hipoclorito y del trocloseno de sodio sobre la pudricién

de frutos de tomate por A. affernata.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Altemarnia spp. es frecuente causal de enfermedades de postcosecha y nuclea a un
gran numero de especies, siendo relativamente pocas las que han desarrollado la
capacidad de infectar atravesando la cuticula de los frutos (en forma directa).
Pertenece al filum de los hongos imperfectos, es decir que no tiene una fase sexual
conocida, clase Hifornicetes, orden Moniliales, familia Dematiaceae. En general, los
conidios son grandes, multicelulares, melanizados, septados longitudinal vy
transversalmente, con forma de botella. Son denominados dictiosporas y pueden estar
solos o en cadenas, sobre conididéforos cortos y erectos. Un tipo de clasificacion en
especies, propuesto por Neergaard (1945) (citado por Thomma, 2003), se basa en la
presencia de conidios en cadena. Dentro de una especie también se pueden distinguir
patotipos o formae speciales, cuando existen cepas con un grado de patogenicidad
diferencial (Nishimura y Kohmoto, 1983, citado por Thomma, 2003). Oftro
ordenamiento sostiene que las especies deben agruparse y que el grupo sea
representado por la mas relevante (Simmons, 1992, citado por Thomma, 2003). Més
recientemente, Andersen et al (2001, citado por Carrillo, 2003) separé las especies en
tres secciones que alcanzan seis grupos. Una seccion pertenece a las que tienen
conidios raramente en cadena. Otra, comprende especies que forman conidios en
cadenas no ramificadas. Las especies de una tercera seccion tienen cadenas
ramificadas. Altemaria allernata pertenece a esta Gltima seccion, produciendo largas
cadenas, muy ramificadas, que le otorgan un aspecto abierto y que se asientan sobre

conidioforos cortos.

A. alternata causa la podredumbre negra en los frutos del tomate (Lycopersicon
esculentum L.). Los sintomas de la enfermedad corresponden a lesiones amarronadas
0 negras, que pueden ser deprimidas y que se extienden hacia el interior de los

mismos (Agrios, 1997). En el Mercado Central de Buenos Aires, 35% de las



alteraciones que se detectaron en tomate fueron debidas a danos en los hombros del
fruto, asociados posteriormente al desarrollo de Alternaria spp. (Sanchez & Mangione,
1895). En este mismo estudio, se analizaron los tomates enfermos y se detectaron al
menos ocho agentes causales, apareciendo Afternana spp. con una frecuencia de
0.34. Si bien estos autores no determinaron la especie, las podredumbres causadas

por Afternaria spp., muy probablemente estén asociadas a A. alternata.

A. altemata es una especie de habito sapréfito, que sobrevive como micelio ©
conidios en restos vegetales y causa enfermedades policiclicas. Es comun su
presencia en el aire; cuando las condiciones son favorables, los conidios germinan y
se Inicia el proceso de infeccion. El tubo germinativo ingresa a los tejidos del
hospedante en forma indirecta, a través de estomas o heridas. Esta instancia es
favorecida por condiciones de estrés, madurez y senescencia en los tejidos vegetales
(Agrios, 1997). No obstante, A. alfernata puede ingresar directamente en frutos de
caqui cuando hay condiciones de alta humedad relativa durante el crecimiento del
mismo (Pérez et al, 1995). A. altemata es capaz de sintetizar endopoligalacturonasas,
endoglucanasas y exo-glucanasas, enzimas degradativas de la pared celular que
constituyen factores de patogenicidad (Eshel et al, 2000, 2002a, 2002b), y que serian
activadas segun el pH del hospedero (Eshel et al, 2002b}. También produce toxinas no
especificas que contribuyen con los mecanismos de penetracion, predisponiendo a los
tejidos para el desarrollo de la enfermedad, pero que no son imprescindibles para la
infeccion (Ballio, 1991, citado por Thomma, 2003). Algunas cepas de A. aftemata
sintetizan toxinas especificas (fundamentalmente altermariol y alternariol

monometileter) y acidos organicos (oxalico y fumarico) (Reddy et al, 2000a).

Generalmente, Alftemaria spp. produce infecciones latentes que permanecen
inactivas hasta que las condiciones favorecen el desarrollo de la enfermedad

(Thomma, 2003). En mangos, la incidencia y la severidad de las podredumbres por A.



alternata se encuentran altamente cormrelacionadas con el nivel de infeccién latente en
el momento de la cosecha (Prusky et al, 1983; Prusky et al, 2002). Ei grado de
infeccion latente en mangos depende fundamentalmente de la humedad relativa,
siendo muy alto cuando esta se encuentra en el rango de 85 a 90% (Prusky et al,
1992). En tomates, los conidios necesitan de 3 a 5 horas de humedad para germinar e
invadir la cuticula del fruto (Davis et al, 2005). La penetracion del hongo también esta
favorecida por la ocurrencia de danos por frio y por escaldaduras, rajaduras de la piel,
entre otras (Pearson & Hall, 1975, citado por Reddy et al, 2000a). El estado de latencia
se pierde cuando el fruto madura y los tejidos se debilitan'. Ello explica porque las
podredumbres se manifiestan en su mayoria durante la comercializacion. La
manifestacion de las podredumbres se incrementa considerablemente en frutos
expuestos a temperatura ambiente. A. affermata es capaz de crecer en el rango de O a
35°C, siendo 27°C la temperatura Optima para la formacién de conidios (Carrillo,

2003).

Estrategias de manejo de la enfermedad

El manejo sanitario preventivo puede condicionar la manifestacion de la
enfermedad durante la postcosecha, ya que la infeccién se produce fundamentalmente
durante el cultivo. Las hifas de A. altemata penetran en forma directa la cuticula de
mangos y caquis en estados tempranos de desarrolio del fruto y permanecen en forma

quiescente y lo mismo podria ocurrir en tomates.

Los tratamientos con fungicidas de contacto o sistémicos durante el cultivo reducen
el indculo presente y permiten disminuir el grado de infecciones provenientes del
campo. Con dos a tres pulverizaciones de iprodione entre fos 40 y 15 dias previos a la

cosecha, se logra disminuir la incidencia de podredumbres causada por A. alfermata en

' Martinengo de Mitidieri, 1., comunicacion personal
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frutos de caqui (Pérez et al, 1995). Otros fungicidas como el miclobﬁtanii y triforine son
indicados como promisorios para el control de esta enfermedad en tomates
conservados en frio (Mitidieri, 1998). La azoxistrobina esta indicada para el control y
prevencion de Afternaria spp., y por su accién traslaminar y tiempo de carencia de sélo
un dia, es un producto interesante y que puede tenerse en cuenta (Syngenta, 2003).
No obstante, de todos los principios activos mencionados anteriormente, que tienen
control sobre Alternaria spp., s6lo la azoxistrobina esta registrada en el pais para su
uso en tomate (Resolucién SENASA 256/03). Muchos de ellos tienen el inconveniente
adicional de los dias de carencia entre la aplicacion y la cosecha, que suelen ser no
menores a 7 dias. Este periodo resulta excesivo para el tomate, ya que por su

fructificacion caracteristica, requiere de una cosecha diaria en su momento de maxima

produccion.

Algunos antecedentes demuestran la posibilidad de controlar ia podredumbre negra
mediante fungicidas de posticosecha. El uso de prochloraz junto al cepillado han
reducido las podredumbres causadas por A. alfernata en frutos de mango (Prusky et
al, 2002). El imazalil logro disminuir el namero de lesiones en tomates inoculados con
A. alternata y conservados 30 dias a 13°C (Mitidieri, 1998). Sin embargo, los
fungicidas aplicados en postcosecha tampoco se encuentran pemmitidos en la

legislacién nacional para su uso en tomate (SENASA, 1998).

Las restricciones de uso que imponen los tiempos de carencia, la falta de
productos autorizados y las exigencias cada vez mayores de [os consumidores por
adquirir productos inocuos y obtenidos de manera “amigabie con el ambiente”,
conllevan a la busqueda de nuevas alternativas de manejo. Una estrategia de control
es utilizar una combinacion de técnicas, algunas con efecto directo sobre el patégeno
y otras que contribuyen con una menor susceptibilidad del frutc (Leistner y Gorris,

1995). También denominada "tecnologia de barreras”, la misma pretende establecer



una o mas dificultades para que el patégeno pueda desarrollarse. Actualmente, este
concepto es aplicado en productos frutihorticolas frescos con algun tipo de
transformacion (cuarta gama o precortados). En ellos, el uso de baja temperatura, bajo
potencial redox y atmésferas modificadas, son barreras que evitan el desarrollo de

microorganismos y prolongan el periodo de comercializacion.

En linea con esta estrategia de manejo, en los ultimos afios se estan evaluando
diferentes herramientas para el control directo del patogeno o para la activacion de
mecanismos de defensa del hospederc o resistencia inducida (Droby et al, 2001).
Entre los posibles agentes antifungicos, se encuentran aceites esenciales y extractos
de plantas, biocontroladores y fungicidas bioiégicos no selectivos, como carbonato y
bicarbonato de sodio, cloro activo y acido ascérbico (Droby et al, 2001). La resistencia
inducida puede comprender la deposicion de lignina, ceras y otras barreras
estructurales a la penetracion del hongo, sintesis de compuestos antifungicos o
fitoalexinas, proteinas de shock térmico (HSP), quitinasas o glucanasas (Wisniewski et

al, 2001).

Proteccién del fruto

Mientras los frutos permanecen verdes, resultan mas resistentes a las
enfermedades respecto a los maduros, porque poseen barreras naturales mas
efectivas, compuestos antifUngicos preformados y en general, son mas firmes y sus
celulas ofrecen mayor resistencia a la infeccion. Durante la maduracion organoléptica
una serie de procesos provocan en el tomate cambios en el color, fimeza, textura y
sabor (Kinet y Peet, 1997). La modificacion de la textura y la firmeza se deben a la
perdida de turgencia de los tejidos y a la degradacion de las pectinas y hemicelulosas
y en menor medida, de la celulosa (Huber y O’Donoghue, 1993; Maclachlan y Brady,

1994; citados por Brummel et al, 1999).



La cuticula es la primera barrera que el patégeno debe sortear para infectar los
tejidos y la pérdida de su integridad conlleva a aumentar los riesgos de infecciones
gquiescentes. La misma ha sido descripta como un biopolimero complejo de amplias
propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y morfolégicas, que minimiza la perdida de
agua de los tejidos y protege ante agentes bioticos o abidticos (Heredia, 2003).
Durante la maduracién y senescencia del fruto, la cuticula se hace mas delgada y
ofrece menor resistencia a la ruptura, debido a cambios en la composicidn quimica y
en la estructura fisica (Allende et al, 2004). Los cambios de peso de la cuticula y el
contenido de ceras epicuticulares aumentan con la madurez del fruto, mientras que los
lipidos solubles disminuyen (Mendoza-Wilson et al, 1995). En linea, por ejemplo se ha
determinado que la superficie de la piel de las tunas presenta cambios en la estructura
y morfologia de las ceras y sufre ciertas disrupciones a partir de la maduracion que
conllevan a la ocurrencia de pequenas rajaduras, asociadas a la senescencia (Chessa
et al, 1992, citado por Schirra et al, 1999). Ademas, la cuticula tiende a romperse en
mayor medida cuando se humedece, porque tiende a plastificar la superficie (Allende
et al, 2004). Esta condicion de alta humedad, favorable para el desarrollo de los
patdgenos, es coincidente con las recomendaciones para el almacenamiento de la

mayor parte de |os frutos.

El glicoalcaloide conocido como tomatina es un metabolito secundario presente en
tomates, que posee propiedades antibidticas y podria cumplir un rol importante de
resistencia a las enfermedades. La tomatina comprende dos compuestos, a-tomatina y
dehidrotomatina, que se encuentran en niveles de 48 ppm (mg/kg de peso fresco) en
tomates verdes y se reducen a 0,4 ppm en tomates rojos (Friedman, 2002). A medida
que transcurre la maduracion, estos compuestos que inhiben el desarrollo fingico, son
degradados enzimaticamente por la tomatinasa, que es producida por el fruto e incluso

sintetizada por algunos patégenos (Prusky, 1996). Por consiguiente, a medida que
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avanza el cambio de color del verde al rojo, el fruto se vuelve mas susceptible a las

enfermedades.

En la pared celular de algunos frutos existen compuestos denominados “proteinas
inhibidoras de la poligalacturonasa” (PGIPS). Su presencia inhibe y modifica la accion
de la poligalacturonasa sintetizada por el hongo. Cuando la proteina PGIP esta
presente, [a actividad enzimatica del hongo produce fragmentos de
oligogalacturénidos, que actuan como disparadores de los mecanismos de defensa de
la célula (De Lorenzo et al, 2001). Se ha determinado en tomate, que las PGIPS
fueron capaces de proteger de la accidén de enzimas degradativas de la pared celular
producidas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Jones et al, 1972, citado por De
Lorenzo et al, 2001). Coincidiendo con un aumento de ia susceptibilidad del fruto a las
enfermedades a medida que avanza su estado de madurez, se ha determinado
durante dicho periodo una disminucién del contenido de PGIPS (Johnston et al, 1993,

citado por De Lorenzo et al, 2001; Abu-Goukh et al 1983, citado por Prusky, 1996).

El etileno es un activador de la sintesis de las enzimas involucradas en ia sintesis
de licopeno (principal pigmento gue otorga al tomate su color rojo caracteristico) y en
la degradacién de la pared celular (poligalacturonasa, pectinmetilesterasa, celulasa).
El etileno producido en el hospedero también podria significar una sefial para el hongo
para iniciar la invasiéon (Prusky, 1996). Los cambios fisioldgicos asociados a la
presencia de etileno que ocurren en el fruto son tan numerosos, que es dificil separar
los efectos y determinar la existencia de una unica senal para el patdégeno. La
actividad de las enzimas degradativas de la pared celular del fruto, promovidas por el
etileno durante el climaterio, podrian activar los factores de patogenicidad y de esa
manera, romper el periodo de quiescencia del hongo. En este mismo sentido, se ha
encontrado que la severidad de enfermedad producida por A. alfermata en tomates

transgénicos estd en funcion de la expresion de la poligalacturonasa. Esta podria ser



11

una de las razones para vincular el ablandamiento del fruto en la postcosecha con la

susceptibilidad a enfermedades.

La proteccion del fruto debe estar basada en el uso de estrategias que eviten la
infeccion o permmitan modular los mecanismos de quiescencia, de modo de evitar que
el patogenc pueda avanzar en los tejidos (Prusky et al, 1996). Como la ruptura del
estado de quiescencia de la hifa invasora puede deberse a la disminucién de la
concentracion de compuestos preformados que ocurren durante la maduracién, como
también a la presencia de etileno sintetizado por el hospedero que representa una
sefial para la produccidn de enzimas y toxinas del hongo, cualquier estrategia que

retrase la maduracién del fruto podria ser valiosa para protegerio.

Quitosano. La quitina es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Los caparazones de cangrejo y exoesqueletos de camarones
y langostinos molidos constituyen la materia prima para obtener quitosano por
deacetilacién alcalina (Sigma, 2005). El quitosano es un polimero de glucosamina con
unién B, 1-4, con un peso molecular que puede variar dependiendo de las condiciones
de extraccion y conversion de la quitina, pero que en promedic es de 1 MDa (Baxter et
al, 2004). Cuanto menor es el peso molecular de la molécula de quitosano, mayor es
el grado de deacetilacibn y menor es la viscosidad (Aldrich, 2005);, estas
caracteristicas determinan que el compuesto tenga determinadas propiedades fisicas
y sea adecuado para ciertos usos (Sigma, 2005). Al evaluar moleculas de quitosano
de 4.1 x 10° a 1.96 x 10° Da, Kasaii et al (1999, citado por Baxter et al, 2004)
determinaron que las de menor peso tienen mayor actividad antifungica,
fundamentalmente a bajas concentraciones de uso y también encontraron que A.
afternata es mas sensible al quitosano que Bolrytis cinerea, Penicillium digitatum y

Rhizopus stofonifer.
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El quitosano tiene multiples propésitos, ya que se utiliza para el tratamiento de
aguas, fabricacién de films, cromatografia, medicina humana y la industria cosmética,
del papel y textil (Aldrich, 2005). También se ha probado su uso en alimentos y en el
control de enfermedades de diferentes cultivos, ya que presenta efectos antifungicos y
antibacterianos. Su aplicacion como cobertura comestible ha sido aprobada por
Estados Unidos (Hirano, S., citado por Baxter et al, 2004). Actualmente, la Food &
Drug Administration (FDA) estadounidense se encuentra evaluando la inclusion de un
producto que contiene quitosano, llamado Primex (Primex, Islandia), en el listado de
substancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS) para su usc en

alimentos.

Diversas empresas proveedoras de insumos de laboratorio ofrecen quitina,
quitosano con diferente peso molecular e incluso, oligosacarinas de quitosano. Estas
ultimas se producen por hidrolisis enzimatica o acida del quitosano y tienen como
caracteristica un mayor grado de deacetilacién y menor viscosidad (Aldrich, 2005).
Algunas industrias relacionadas con la actividad agricola, han recientemente fabricado
productos a base de quitosano u oligosacarinas de quitosano, algunos de los cuales
se denominan comercialmente: Biopol (Actigen S.A., Chile), Biorend (ABF Chemical
SL, Espafia), OS Sterling (Gofar Agro, China). Estos productos estan indicados para
proteger a los cultivos desde la implantacién y por su particularidad de ser amigable
con el ambiente y no toxico, su uso se ajusta a las producciones de tipo integrado u

organico.

Al ser una molécula policationica, el quitosano tiene cierta habilidad para interactuar
con proteinas y quelatarlas a pH menores a 6, inhibiendo el crecimiento microbiano al
secuestrar elementos esenciales (Skjak-Braek et al, 1989, citado por Roller y Covili,
1999). Roller y Covill (1999) sugirieron que el crecimiento restringido de hongos

filamentosos como Mucor racemosus en un medio agar malta con quitosano, se debid
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a la menor disponibilidad de Ca'? y otros nutrientes esenciales, capturados por el
quitosano. La actividad antibacteriana del quitosano ha sido relacionada con las
caracteristicas de la pared celular de cada microorganismo (Chung et al, 2004). Ellos
demostraron que interactia con la superficie celular del microorganismo, alterando la
estructura de la pared y la pemmeabilidad de la membrana, produciendo el colapso
bacteriano. También sugieren que cuanto mas acida sea la solucién de quitosano y
mayor sea el grado de deacetilacidén, probablemente mayor sera su poder biocida.
Otros autores sostienen que el quitosano promueve la sintesis de quitinasas en los
tejidos del hospedero (El Ghaouth et al, 1992). En frutos de pimiento tratados e
inoculados con Botrytis cinerea, se observo que el quitosano produjo desérdenes en
las células de las hifas invasoras del hongo, desde vacuolizacion a desintegracion
protoplasmatica (El Ghaouth et al, 1997). En experimentos in vitro, el quitosano afecta
el crecimiento del micelio, la esporulacion y la morfologia de las esporas de

Colletotrichum gloeosporioides (Bautista-Baios et al, 2003).

Inmunizacion

Como la firmeza a la cosecha y el ritmo de ablandamiento en postcosecha es
variable con el material genético, en alguna medida, también lo es la resistencia a las
enfermedades de postcosecha. Los tomates tradicionales pierden firmeza rapidamente
cuando completan la maduracién y en consecuencia, son recolectados apenas han
iniciado el cambio de color del verde al rojo y se comercializan rapidamente, cerca del
lugar de produccion. Si son enviados a otros destinos, es muy probable que las
perdidas por sobremadurez y podredumbres sean muy elevadas. Como alternativa
para superar este inconveniente, a partir de la década del '90 se introdujeron en el
mercado los tomates de ‘larga vida' en estante y posteriormente, materiales mejorados

Hamados ‘firmes estructurales’.
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Los tomates ‘larga vida' son portadores de genes mutantes de la maduracién, nin o
nor, tienen una maduracion mas lenta y deben cosecharse mas maduros para que
resulten mas sabrosos (INTA, 1998). Estos genes afectan la produccion de etileno y la
actividad de la poligalacturonasa y pectinmetilesterasa (Buescher et al, 1976), los
hibridos portadores del gen nor se ablandan menos que los tomates portadores del
gen nin, y ambos, menos que los tomates sin estos genes. Los genotipos ‘larga vida’
tienen la capacidad de mantenerse firmes después de 20 dias a 20°C, aun cuando los
frutos se hayan cosechado completamente rojos (Richardson y Hobson, 1987). Los
hibridos ‘firmes estructurales' tienen una firmeza de fruto que puede resultar similar a
la de los ‘larga vida', exigiendo un manejo similar de cosecha (INTA, 1998). La firmeza
en estos cultivares esta dada por un mayor espesor del pericarpio, de la cuticula o un
mayor numero de uniones carpelares que aumentan la estructura del fruto, o una

combinacion de estos factores.

La capacidad de mantener la integridad de la cuticula también difiere con el
genotipo. Los cultivares de tomate pueden presentar diferentes propiedades
mecanicas, dadas por el espesor de la cuticula, de la hipodermis y por la proporcion
del perimetro de células epidérmicas en contacto con la cuticula (Allende et al, 2004).
Matas et al (2004) determinaron que la elasticidad y la rigidez de la membrana
cuticular en tomates tipo cherry, estan relacionadas con la composicion de !a cuticula,
siendo el espesor de la misma una medida orientativa de la susceptibilidad a las
rajaduras del fruto. Los tomates sin genes larga vida sufren un aumento de la
permeabilidad de la cuticula mientras que ello no ocurre en los portadores del gen rin
{Mendoza-Wilson et al, 1995). Este aumento de la permeabilidad podria estar
asociado a un estado mas avanzado de senescencia disparado por la mayor

produccién de etileno en los cultivares tradicionales.
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Resistencia inducida. E| proceso de resistencia inducida requiere de la presencia de
promotores, la emision de senales y la activacion de los genes de defensa (Heil y
Bostock, 2002). Los oligogalacturénidos y oligosacaridos liberados en las células
dafadas, pero mas especificamente en tomate, la sistemina (Pearce et al, 1991), son
promotores que se unen a receptores de membrana y promueven la produccion de
acido linolénico y lincleico. Ambos acidos grasos activan la denominada “cascada de
senales octadecanoides” y son sustrato para la sintesis enzimatica de acido jasmoénico
(JA). El JA actia como mensajero, activando los genes asociados a los mecanismos
de defensa, que en tomate estan relacionados con la sintesis de inhibidores de las
proteinasas (Sivasankar et al, 2000). Junto al jasmonico, el acido salicilico y el etileno
cumplen un rol fundamental en la activacion de los genes de defensa de las plantas

(Thomma et al, 2001, citado por Diaz et al, 2002).

Similares mecanismos de defensa, ocurririan ante la presencia de quitosano
(Hadwiger et al, 1980, citado por Benhamou y Nicole, 1999). Se ha demostrado que el
quitosano es capaz de retrasar la aparicion de la enfermedad causada por A. affernata
en frutos de tomate, a la vez de reducir el didmetro de las lesiones (Reddy et al,
2000a). Estos autores encontraron que el quitosano activa los mecanismos de defensa
del fruto (resistencia inducida), ya que promueven un aumento de risitina y ademas,
actua sobre los factores de patogenicidad del hongo, debido a ia menor concentracion
de acidos organicos y de enzimas degradativas de la pared celular en los frutos

tratados.

Aplicado en postcosecha, el quitosano al 1% logré retrasar la aparicién de
podredumbres en frutos de litchi (Litchi chinensis Sonn.) conservados a 4°C durante
33 dias, aunque en menor medida que el tiabendazol (Zhang y Quantick, 1997).
Ademas, la pérdida de antocianinas, fenoles y flavonoides en la piel de los frutos

tratados fue menor durante el aimacenamiento, al igual que el pardeamiento. El uso de
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quitosano forma una capa delgada sobre la superficie del fruto que actua como una
pelicula semipermeable, deprimiendo los niveles de oxigeno, elemento necesario para
el pardeamiento enzimatico por un lado, y protegiendo al fruto de la deshidratacion,
por otro (Zhang y Quantick, 1997). Otras investigaciones indican un gran potencial de
uso de quitosano como pelicula comestible, para prolongar la vida comercial y retardar
la aparicién de enfermedades (Romanazzi et al, 2003; El Ghaouth et al, 1991). Las
peliculas comestibles, son semipermeables a los gases (entre ellos el oxigeno, didxido
de carbono, vapor de agua) y modifican el ambiente gaseoso en el fruto tratado. Los
bajos niveles de oxigeno y altos de dioxido de carbono, retrasan la maduracién y
senescencia, por lo que las coberturas tienen un efecto indirecto sobre el desarrollo
fungico (Bancroft, 1995). Por su parte, El Ghaouth et al (1997) encontraron menor
secrecion de poligalacturonasas en Botrytis cinerea inoculada sobre frutos de pimiento

tratados con quitosano.

Erradicacion

El agua clorada es el método de desinfeccién de frutas y hortalizas mas
ampliamente utilizado (Cherry, 1999, citado por Parish et al, 2003). El cloro actua por
contacto y tiene un control instantaneo del indculo que se encuentra en la superficie
del producto, pero encuentra limitantes cuando el patogeno ha penetrado en los tejidos
(Boyette et al, 1993). Ademas, su actividad fungistatica es alterada por numerosos
factores (Parish et al, 2003). Tratando de superar los resultados obtenidos con el cloro,
otros métodos alternativos han sido considerados, entre ellos, el uso de fosfato
trisédico, bromo, compuestos de amonio cuaternario, acidos organicos, irradiacion,
ozono, peroxido de hidrogeno, biocontroladores (Parish et al, 2003). Muchos de ellos
tienen limitantes en su aplicacion por el alto costo (compuestos de amonio
cuaternario), debido al espectro de patégenos que puede controlar (acidos organicos,

fosfato trisddico, biocontroladores), por la escasa informacion de sus efectos y de los
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productos que genera en contacto con la materia organica {(clorito sodico acidificado,
bromo), o porque afectan en alguna medida el color o el sabor del producto
desinfectado (peréxido de hidrégeno, ozono) (Parish et al, 2003). Por consiguiente, el
uso de soluciones cloradas para el lavado de los frutos continua siendo !a herramienta
mas utilizada para la desinfeccion y control de diversos microorganismos (Beuchat &

Ryu, 1997).

Las principales fuentes de cloro utilizadas para desinfeccién de hortalizas y frutas
son el hipoclorito de sodio (NaOClI), el hipoclorito de calcio (Ca{OCl),) y el gas cloro
(Cl) (Ritenour et al, 2002). El hipoclorito de sodio es el mas cominmente aplicado en
operaciones de pequefa escala, aunque en Estados Unidos sélo sus formulaciones
registradas y no las lavandinas de uso doméstico, pueden ser empleadas para
productos frutihorticolas frescos {Suslow, 2005). La fuente de cloro empleada con
mayor frecuencia para la desinfeccion es el hipoclorito de calcio, que generaimente se
presenta como polvo o tableta (Suslow, 2005). No tiene una completa disolucion en
agua fria y, para evitar que pequenos granulos en suspension causen fitotoxicidad con
la parte dei producto con la que esté en contacto, debe disolverse en agua caliente
antes de ser agregado al tanque de desinfeccidén. El cioro gaseoso es el menos
costoso de los fres, pero es el que requiere mayores cuidados en el manipuleo e
inversion en equipos para monitorear la concentracion deseada, aplicandose sélo en

escalas muy grandes y para el clorado de agua potable.

Otra fuente de cloro es el didxido de cloro, un gas con un potencial oxidante 2.5
veces mayor al gas cloro (Bemarde et al, 1967, citado por Parish et al, 2003), teniendo
mayor actividad antimicrobiana que el hipoclorito, a la vez que reacciona menos con fa
materia organica (Parish et al, 2003) y tiene gran efectividad en un rango de pHde 6 a
10 (Suslow, 2005). Tiene la desventaja de ser mas costoso, presentar riesgos de

expiosién en concentraciones mayores al 10% o cuando la temperatura excede 130°C
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(Susiow, 2005) y tener deficiente estabilidad, ademas de no estar permitido para

hortalizas y frutas precortadas (Parish et al, 2003).

Un producto novedoso a base de cloro es el trocloseno de sodio, cuya motéecula es:
1, 3 dicloro — 1, 3, 5 triazina, 2, 4, 6 triona. Este compuesto tiene una estructura
anillada que alterna atomos de hidrégeno y carbono y en el que dos atomos de cloro
se encuentran unidos al nitrdgeno en posicion 1 y 3 (Taharsept, Concept, Israel). Es
una fuente organica de cloro utilizada para la potabilizacion del agua de consumo, con
mayor estabilidad y persistencia que el hipoclorito de calcio hidratado (Prusky et ai,
2001). Es escasa la informacion de su aplicacién como desinfectante de hortalizas y
frutas frescas; los unicos trabajos encontrados relacionados con el trocloseno de sodio
han sido desarrollados recientemente por el Dr Prusky y su equipo, pertenecientes al
Volcani Center de Israel. Ellos han demostrado que el trocloseno de sodio ha resultado
eficaz en el control de A. alternata durante almacenamientos prolongados en frutos de
caqui {Prusky et al, 2001). En otro trabajo, han encontrado un buen control de A.
alternata en mangos, utilizando trocloseno de sodio en combinacion con el cepillado

con agua caliente (Prusky et al, 2002).

Cualquiera sea la fuente de cloro utilizada, el grado de efectividad de los
tratamientos depende fundamentaimente de la concentracién de cloro libre y de la
proporcion en que el cloro se encuentre como acido hipocloroso (HCIO) (Ritenour et al,
2002). Todas las formulaciones de cloro mencionadas liberan acido hipocloroso at
hidrolizarse y éste a su vez, se encuentra en equilibrio con su forma disociada:
hipoclorito (CIO"). ElI 95 a 97% del cloro liberado del hipoclorito de sodio en agua, se
encuentra como hipocloroso a pH 6, mientras que a pH 7,5, sélo lo esta cerca del 50%
(Ritenour et al, 2002). Como el HCIO tiene una actividad antimicrobiana 20 a 300
veces mayor que el ClIO™ (White, 1992, citado por Bartz et al., 2001}, el pH de la

solucién desinfectante deberia mantenerse entre 6 y 7.5 para lograr un buen control
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(Susiow, 2001). El trocloseno de sodio también libera HCIO cuando es disuelto en
agua, siendo su poder biocida dependiente también del pH de la solucién. Similar a lo
que ocurre en las formas de cloro inorganicas, el cloro liberado del trocloseno en agua
se encuentra en un 99,7 a 92,4% como HCIO cuando el pH es de 5a 6,5 y en un

54.8%, si el pH es de 7,5 (Taharsept, Concept, Israel).

Aunque el lavado con agua clorada constituya el método de desinfeccion mas
utilizado, las recomendaciones de la concentracion de cloro libre asi como de otros
factores que inciden sobre el tratamiento (duracién, profundidad, temperatura del
agua, etc), aun no han sido completamente establecidas (Bartz et al, 2002).
Generalmente, la concentracion de cloro libre debe mantenerse entre 100 y 150 ppm,
el pH entre 6 a 7.5 y la temperatura del agua, al menos 10°C mayor respecto a fa de la
del producto a desinfectar (Bartz et al, 2002). Tanto el acido hipocloroso como el idn
hipoclorito, reaccionan con la materia organica del suelo, restos vegetales y cualquier
otro elemento que contenga oxigeno y se encuentre depositado en la superficie del
producto a ser desinfectado. Estas reacciones reducen la cantidad de cloro libre
disponible y conllevan a hacer un riguroso monitorec de la concentracion de cloro y del
pH para asegurar una suficiente disponibilidad de HCIO para la desinfeccion. Los
sistemas modemos utilizan el potencial de oOxido-reduccion {ORP) para conocer y
controlar la concentracion de cloro libre. Los sensores de ORP, sumado al uso de
inyectores de cloro, permiten automatizar el proceso de desinfeccion asegurando los

niveles de cloro deseados (Suslow, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn del indculo

E!l indculo fue obtenido a partir de frutos de tomate del hibrido ‘Superman’ con
sintomas de podredumbre negra, procedentes de diferentes productores del cinturén
horticola de Mar del Plata. Las esporas del hongo (Figuras | y 1l, Apéndice) fueron
cultivadas en placas de Petri conteniendo medio de agar papa glucosado (APG) 2%,
incubadas a 20°C y aproximadamente 16 horas de luz natural indirecta (Figura lll,
Apéndice). A los 7 dias de crecimiento, se agregd agua estéril a cada placa con APG,
se removieron las esporas de la superficie del medio con un rastrilio de vidrio y 10 pi
de la solucién obtenida, fueron transferidos a una nueva placa conteniendo agar agua
(AA). Al dia siguiente y por observacion al microscopio, se identificaron esporas
geminadas que fueron posteriormente aisiadas con un microsacabocados y cultivadas
en medioc APG. En total se obtuvieron 40 aislamientos monosporicos que se

conservaron a 4°C en tubos conteniendo APG 2%.

Desarrollo de un método de inoculacion y seleccion de aislamientos in vivo

Las primeras pruebas de inoculacién se hicieron hiriendo los tomates en cuatro
sitios del hombro y aplicando sobre cada herida, 40ul de una suspensiéon acucsa de
10° conidios/ml. Las heridas consistieron en 10 orificios de 1 mm de ancho y 3 mm de
profundidad por cada sitio de inoculacion. Las mismas se realizaron con un pinche
fabricado a partir de una tapa metalica, a la que se le hicieron 10 perforaciones con un
clavo y por cuyo iado interno se atravesaron 10 alfileres, dejando hacia el lado opuesto
s6lo 3 mm de largo de cada uno. La cara interma de la tapa se selldé con silicona para

evitar el movimiento de los alfileres al realizar las heridas. Posteriormente, la tapa se
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recubrié con varios pliegues de papel metalico para aislar la silicona del calor de la
llama de flameo durante las esterlizaciones previas a practicar las hernidas en los

frutos (Figura IV, Apéndice).

Para comprobar el efecto de las estrategias fue imprescindibie desarrollar un
método de inoculacion en el que no fuera necesario herir los frutos. Se realizo una
prueba en la que se evalud el uso de discos de agar con micelic y a partir de una
suspension acuosa de 3x10° conidios/ml, la utilizacion de motas de algodoén
embebidas en inoculo y la inoculacion con 40 pyl. También se evalud la aplicacion de
40ul de inéculo a una suspension de conidios a la que se habia agregado glicerol al
30% (2,7 10° conidios/ml) (Figura V, Apéndice). El monosporico utilizado fue el Aa-
070414 (cultivado en medio APG 2% durante 8 dias a 18°C y aproximadamente 16
horas de luz natural indirecta). Frutos heridos con el pinche, fueron inoculados con
40ul de la misma suspension de conidios y ofros frutos considerados controles,
recibieron 40 ul de agua estéril en cada sitio de inoculacion. Cada método se probo
por triplicado, incubandose los frutos durante 14 dias a 20°C y alrededor del 90% de

humedad relativa.

Posteriormente, se decidié probar una reduccién del volumen de inoculacion de 40
a 10ul, para evitar escurrimiento del indculo. Utilizando el mismo aislamiento y bajo las
mismas condiciones de crecimiento, se hizo una prueba inoculando frutos sin herir con
10ul de una suspensién de 3,2 10° conidios/ml, contando como controles con frutos
inoculados con heridas y frutos sin herir a los que se colocoé 10ul de agua estéril en

cada sitio de inoculacion.

Para seleccionar las cepas mas patogénicas a ser utilizadas como indculo en los
experimentos, se realizé una prueba de patogenicidad con 18 de los 40 aislamientos

monosporicos, para lo cual cada uno fue cultivado en APG 2% a 20°C, recibiendo luz
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fluorescente continua durante 7 dias. Durante la incubacién de los mismos se hicieron
observaciones de la velocidad de crecimiento diaria y del color del micelio. Para
preparar la suspension de conidios se procedid como se ha descripto, ajustando ia
concentracién final en orden de 10° esporas/m!, mediante el recuento de cada
aislamiento con un eritrocitometro. La patogenicidad de cada monosporico fue probada
inoculando dos tomates en cuatro sitios de 1a zona del hombro, uno con heridas y otro
sin herir. Se utilizaron frutos del tipo redondo tradicional, de variedad no identificada y
con un color rojo palido (correspondiente al Grado 5; THE CALIFORNIA TOMATO
BOARD, 1975), adquiridos en un supermercado local. Los mismos fueron lavados con
una solucién de hipoclorito de sodio 200 ppm y colocados sobre papel absorbente
hasta su secado. Cada sitio se inoculé con 10 pl de dicha suspensién, conteniendo
aproximadamente 10000 conidios. Los tomates permanecieron 14 dias a 20°C y con
humedad relativa cercana al 100%. Desde e! segundo dia de inoculacion y con una
frecuencia diaria hasta el séptimo dia, se observéd presencia o no de lesion, cantidad
de sitios inoculados por fruto con sintomas de la enfermedad y el diametro maximo de

la lesion.

Aplicacién de oligosacarinas de guitosano en pre-cosecha

E! tratamiento con oligosacarinas de quitosano se realizd el 14/4 del afio 2004,
sobre tomates del hibrido ‘Superman’, cultivados en invernadero en el Establecimiento
‘El Panqueque’, ubicado en el paraje ‘El Dorado’, Partido de General Pueyrredén. E|
producto utilizado, OS-Sterling-l (Amino Oligosaccharin bio-fungicide, Gofar Agro
Specialties, Beijing, China), fue provisto por la empresa fabricante y se encuentra
recientemente disponible en el mercado. Es un tiquido ligeramente amarillento que
contiene oligosacarinas de quitosano (polimero de glucosamina con unién B, 1-4)
0,5%, de un peso molecular de alrededor de 3000 Da y de pH entre 4 y 5, que sdlo

requiere ser diluido para su uso. Las especificaciones de marbete indican que |a
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aplicacion foliar durante el periodo de crecimiento de los frutos permite controlar

numerosas enfermedades causadas por hongos.

Siguiendo las instrucciones de uso, la dilucién utilizada fue de 1:500 (v/v; OS-
Sterling-l:agua), logrando una solucién de oligosacarinas de quitosano 0,001%. El
tratamiento se realizé con mochila sobre cuatro parcelas distribuidas al azar de 50
plantas de tomate, asperjando toda la planta hasta punto de goteo (0,125 litros/planta)
(Figura V1, Apéndice). Otras cuatro repeticiones de 50 plantas, puiverizadas solo con
agua, fueron consideradas control sin tratar con quitosano. En todos los casos, el pH

del agua se corrigio a 6,2, mediante el agregado de HCI 10 N (pH inicial del agua: 8.2).

El dia posterior al tratamiento en el invernadero, se cosecharon 50 frutos sanos de
cada parcela, de tamafio y madurez uniforme {presentando hasta un 10% de color rojo
en superficie). Se conformaron cuatro repeticiones de 20 frutos por tratamiento, que se
identificaron y colocaron en bandejas plasticas apilables. EI mismo dia en que fueron
cosechados, frutos tratados con quitosano y controles sin tratar, se inocutaron con A.
alternata. Para la inoculacion se utilizé una suspensién conteniendo conidics de tres
cepas del patdégeno en igual proporcion, seleccionadas entre 18 aislamientos por
desarrollar sintomas en frutos sin herir: Aa-080408, Aa-070413 y Aa-070414. Las
cepas selectas fueron repicadas a partir de cultivos conservados a 4°C, 8 dias previos
a la cosecha de los frutos, creciendo en APG 2% (acidificado con acido lactico) a 20°C
y luz fluorescente 24 h diarias. La preparacion de las esporas en agua se realizé
inmediatamente antes de la inocutacién, a partir del agregado de agua estéril en cada
caja de Petri y posterior filtrado con una malla de tela, del tipo que se utiliza en la
industria casera de quesos para filtrar el suero, a los fines de retener residuos de agar
(Figura VIi, Apéndice). Los conidios suspendidos en agua fueron colectados en un

vaso de precipitado estérit y finalmente, se ajustdé la concentracion mediante el
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agregado de agua estéril hasta alcanzar 10° conidios/ml, utilizando un eritrocitdmetro

para el conteo.

Cada fruto fue inoculado con 10pl de dicha suspension de A. alternata en cuatro
sitios del hombro (Figura VIil, Apéndice). Estos sitios de inoculacion fueron
previamente marcados con tinta indeleble, para permitir el sequimiento de las iesiones
debidas al inéculo depositado sobre cada uno y distinguirlas de las infecciones
naturales. Se contd con un control tratado con quitosano y otro sin tratar, ambos
inoculados con heridas, para detectar fallas en la viabilidad del indculo. Para ello,
cuatro repeticiones de cuatro frutos tratados y no tratados con quitosano, con heridas
de 3 mm de profundidad, se inocularon en cada sitio con 10000 conidios. Los controles
agua, que constaron de cuatro repeticiones de al menos 10 tomates tratados con
quitosano y sin tratar, recibieron 10ul de agua estéri! en cuatro sitios del hombro y
posibilitaron registrar la evolucidon de las infecciones naturales en los sitios

identificados.

Los tomates se incubaron durante 19 dias a 20+1°C. Mediante el uso de un
humidificador {Herrmidifier 707 Series, Trion inc., lllinois, USA; Figura I1X, Apéndice),
se mantuvo un nivel de humedad relativa de 8614% {Figura X, Apéndice). Debido a la
desuniformidad en el contenido de humedad del aire en sentido vertical, se decidio
bloquear colocando las bandejas correspondientes a un mismo bloque a una misma
altura en una estanteria metalica. Las bandejas correspondientes a un mismo bloque
fueron ordenadas al azar al inicio y cada vez que fueron reintroducidas luego de haber
sido evaluada la enfermedad en sus frutos. Se conformaron cuatro bloques completos

aleatorizados.

Alos 5,6,7,8,9 12, 13, 16 y 19 dias post-inoculacion se registrd la presencia de

frutos enfermos, eliminando sdlo aquellos desintegrados, con pérdida de contenido
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locular o con un grado de podredumbre tal que impidiera la observacion de los sitios

inoculados. De cada fruto también se identifico el tipo de mancha y la medida de su

diametro. Los criterios utilizados en tas variables medidas fueron:

Sanidad del fruto: se consider6 que el fruto estaba enfermo cuando se observo al

menos el desarrollo de una mancha necrética en la piel, en al menos uno de los

cuatro sitios de inoculacion.

Tipo _de lesion. mediante una escala de 0 a 10, en la que se asignd valores mas

altos cuanto mayor fue la gravedad de la misma (Cuadro 1; Figuras VHI, Xi, XII y

X, Apéndice):

Cuadro 1. Escala asignada al tipo de lesion, segun el sintoma y signo observado.

Descripcion

Valor de la escala

del 50% de la superficie de la
misma.

Sin lesién. Presencia de mancha comespondiente 0
a la gota de indculo, con o sin presencia del
micelio del hongo.
con micelio recubriendo 1
Mancha menos del 25% de la
necrotica, superficie de la misma
no deprimida con micelio recubriendo entre 2
un 25 y 50% de la superficie
de la misma.
con micelic recubriendo mas 4
del 50% de la superficie de la
misma
con micelio recubriendo 7
Pudricion, con  menos del 25% de Ila
depresién de los | superficie de la misma
tejidos
con micelio recubriendo entre 8
un 25 y 50% de la superficie
de la misma
con micelio recubriendo mas 10
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Diametro: diametro mayor de la mancha de la gota de in6culo, del micelio crecido
sobre 1a misma o de Ia lesion desarrollada sobre el sitio de inoculacion. El valor del
dia de inoculacién fue de 0,4cm, correspondiente a la gota de inoculo. Ante la
presencia de lesién en algunc de los sitios de inoculacion, se registrd el valor del
diametro del tipo de mancha mas severa. Las pudriciones presentaron bordes

definidos, permitiendo la medicion en estados muy avanzados de desarrollo.

Con las variables descriptas se calculéd:

Proporcién de frutos enfermos (incidencia): numero de frutos enfermos respecto

del total de frutos.

Intensidad de enfermedad: calculada como el producto del didmetro de la mancha

o lesion por el tipo de lesion, en los frutos sanos y enfermos.

Severidad de enfermedad: calculada como producto del diametro de la mancha o

lesion por el tipo de lesién, sélo en los frutos enfermos.

Tanto la incidencia, el diametro de la mancha o iesidén, como la severidad e
intensidad son variables con evolucion no lineal en el tiempo, dependencia entre
media y varianza y entre observaciones de un mismo fruto. Dada esas caracteristicas,
se utilizaron modelos no lineales mixtos, con efecto aleatorio de algunos parametros
para modelar la heterogeneidad de varianzas (heterocedasticidad) e incorporando una
estructura de autocorrelacion entre observaciones sucesivas de un mismo fruto. Se
utilizé el paquete NLME (Pinheiro et al, 2004), del software R (R Development Core
Team, Viena, Austria, 2004), para modelar la evolucion de la incidencia mediante un
modelo de tipo logistico y para la intensidad, severidad y didmetro de mancha, con un

modelo exponencial;
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Modelo del tipo logistico para la proporcion de enfermos:

CXp(ﬂp‘k + ﬂ]d (.Xj - dO ))
1+ exp(ﬂoﬁ + 08, (x, - d, )

Yy = (Ark +ak)'

+ €y, donde:

Y= proporcion de enfermos observada en el k-ésimo bloque, del tratamiento i en el
dia |,

x=dia j post-inoculacion,

do= 5, correspondiente al primer dia de observacion,

Ai Boik B1ik = son los efectos fijos de bloque k y tratamiento i en los parametros del
modelo,

a= es el efecto aleatorio en la asintota del k-ésimo bloque,

ei= es el error aleatorio de la observacion.

Se asumid que a, y ey son independientes con distribucion Nommal. El efecto
aleatorio en |la asintota modela la heterogeneidad de varianzas a lo largo de los dias, e
introducen una estructura de correlacién entre {as observaciones de un mismo blogue.
La constante dy se fij0 en un valor de 5 para que las comparaciones entre o
correspondiesen a las de la variable respuesta en el dia que comenzaron las

observaciones.
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Modelo del tipo exponencial para diametro de mancha o lesién, severidad

e intensidad de la enfermedad:

yff‘]"sf_k\ - exp((ﬂ% + bosfk})_i_ (ﬂly‘ + bls«.’k‘n xf o do )J+ e"k?'-"" - dong:

Yigs= la respuesta observada en el s-ésimo tomate del Bloque k, Tratamiento i en el
diaj,

xj=dia j post-inoculacion,

do= 5, correspondiente al primer dia de observacion,

Boik Bux = son los efectos fijos de blogque k y tratamiento i en los parametros del
modelo,

bosay ¥ Prsgo = son efectos aleatorios, asintota del s-ésimo tomate del bloque k, en los
parametros Boik ¥ P 11 respectivamente,

Cijsay= €S el error aleatorio de la observacion.

Se asumid que bggyy, bisg ¥ sy SON independientes con distribucion Normal. Los
efectos aleatorios en los parametros del exponente implican que la variable respuesta
no es normal, su varianza no es constante a lo largo de los dias, e introducen una
estructura de correlacién entre las observaciones de un mismo tomate.

La constante dy se fijd en un valor de 5 para que las comparaciones entre By
correspondiesen a las de la variable respuesta en el dia que comenzaron las
observaciones. Las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante pruebas

t sobre los parametros de los modelos.

Evaluacioén de la firmeza de diferentes hibridos de tomate almacenados a 21°C

Para evaluar la fimeza de tomates de diferentes hibridos, asociada a la
susceptibilidad a las enfermedades, se obtuvieron frutos producidos bajo las mismas
condiciones de manejo, procedentes de invernaderos del establecimiento ‘E!

Panqueque’ (Partido de Gral Pueyrredon, provincia de Buenos Aires). Los materiales
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analizados fueron: ‘Acuario’ y ‘Anahi’ (BHN Seed, Bonita Springs Florida, USA),
‘Badro’ y ‘Mondial’ (Enza Zaden, Enkhuizen, The Netherlands), ‘Colt45’ (Royai Sluis,
Seminis Inc., Oxnard, USA) y ‘Superman’ (Petoseed, Seminis Inc., Oxnard, USA). De

todos ellos, el unico cultivar hibrido de ‘larga vida’ en estante fue ‘Acuario’.

El 24/2, 4/3 y 11/3 del ano 2004, se cosecharon de cada hibrido cinco frutos sanos,
de tamano similar y en inicio del proceso de maduracién, correspondiente al Grado 2
(USDA, 1975), los que constituyeron la unidad experimental. A la cosecha y a los 3, 4,
7, 14 y 21 dias de permanencia a 21,521°C y 86,316% de humedad relativa (Figura
XIV, Apéndice), se midio la firmeza de cada fruto con un dinamémetro Durofel (Copa-
Technologie, Cedex, France). Este método es no destructivo y mide la firmeza en una
escala relativa de 0 a 100 (mayor valor corresponde a mayor firmeza), mediante la
contraccion superficial ejercida por la presion del émbolo de 50mm, simulando la
realizada por el tacto. Se realizaron tres mediciones en ia zona ecuatorial de cada

fruto.

Se utilizd un disefio factorial 6x5 (6 corresponde a los hibridos y 5, a los dias desde
la cosecha), en blogues completos aleatorizados con tres repeticiones, en el que se
considero a la fecha de cosecha como factor de bloqueo. Los datos fueron analizados
mediante Anova y cuando las diferencias entre los tratamientos fueron significativas ai

5%, se utiiizd el test de Tukey para la separacion de medias.

Susceptibilidad a A. alternata en tomates que difieren en su firmeza estructural

Se utilizd la misma metodologia que para el experimento de quitosano, con las
siguientes modificaciones:
El 28/4/2004, se cosecharon tomates de hibridos de frutos muy firmes (‘Badro’),

firmes (‘Anahi’) y poco fimes (‘Superman’), para evaluar el comportamiento de cada



uno ante el desarrollo de la podredumbre negra. Los tomates fueron inoculados con
una suspension de 1,5x10° conidios/ml y almacenados durante 17 dias a 20,81°C y
92,5+8% de humedad relativa (Figura XV, Apéndice). Las observaciones y el registro
de la enfermedad se realizaron a los 5, 6, 8, 12, 14, y 17 dias post-inoculacion. Se

utilizé un disefno en bloques completos aleatorizados, con {res repeticiones.

Para incidencia se ajustd un modelo logistico como el descripto para quitosano,
pero por falta de convergencia, no fue posible ajustar el modelo exponencial para las
restantes variables, con lo que se recurrid a describir la informacion mediante
diagrama de cajas. Estos son construidos a partir de los datos ordenados en forma
creciente; el borde inferior y superior de la caja corresponden al valor que se
encuentra en el primer y tercer cuartil (q, y qs, correspondientes al 25 y 75% de las
observaciones, respectivamente). Dentro de la caja también se senala la mediana y
fuera de ella, se grafica una linea (bigote) que liega hasta la observacién con el
minimo valor no extremo. Hacia el otro lado de la caja, se traza otra linea que llega
hasta la observacion con el maximo valor no extremo. Se consideran valores extremos
y muy extremos aquelios datos que se encuentren mas allad de los cuartiles en 1,5
veces (qs- Q1) ¥ 3 veces {(Qs- qQi), respectivamente. Los valores extremos o muy

extremos son graficados cada uno en forma individual.
También se estudio la proporcion de frutos en cada cultivar en los que la lesién
superd el valor de 0,4 cm mediante Anova y test de comparaciones multiples con el

paquete ‘Multcomp’, del software R (Bretz et al., 2004).

Uso de erradicantes clorados

En un cultivar de baja firmeza. Tomates del hibrido ‘Superman’, cultivados en

invernadero, fueron cosechados el 23/3/2004 con los mismos criterios mencionados en
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el experimento de quitosano. Luego se siguid la misma metodologia descripta en
quitosano para la inoculacion. Como modificaciones se tuvo que la suspensién fue de
1,28x10° conidios/m| y que los tomates inoculados fueron incubados a 20°C y
humedad relativa cercana a 95% durante 72 horas, con el fin de permitir que ias
esporas pudieran germminar e iniciar la infeccién y luego fueron sometidos a los
siguientes tratamientos:

1. Control lavado con agua destilada, reemplazando el agua luego de |la inmersion

de los frutos de cada bloque (pH: 5,9 a 6,2)
2. Hipoclorito, con una concentracion de 500 ppm de cloro (pH: 6,1)
3. Trocloseno de sodio, con una concentracion de cloro activo libre (LAC) de

aproximadamente 500 ppm (pH: 5,8).

En todos los casos se tuvo en cuenta que la altura del liquido de inmersién no fuera
mayor a 20 cm, que la temperatura fuera préxima a 40°C, el pH estuviera entre 56 y

6,2 y la duracién fuera de 30 segundos.

Los tratamientos se realizaron primero en las bandejas del primer blogue y luego se
siguid en orden creciente hasta finalizar con el cuarto bloque. Para el tratamiento con
hipoclorito de sodio se utilizé lavandina de uso doméstico (55 g/t de CI). El trocloseno
de sodio Taharsept' (Taharsept, Concept, Israel), es una formulacién sélida en pastilla
y segun instrucciones del fabricante, su disolucién en 3 litros de agua rinde alrededor
de 500 ppm de cloro activo. La solucion desinfectante se prepard siguiendo esta
recomendacion y por presentar una liberacion lenta de cloro, antes de tratar el primer
bloque y al finalizar con el tratamiento del ultimo, se tom6 una muestra de la solucion
para medir el contenido de LAC por titulacion (Apéndice, pag. 96). Desde el comienzo
a la finalizacion del tratamiento de lavado con la solucién de trocloseno de sodio, la

concentracion de LAC aumentd de 395,8 ppm a 527.8 ppm.
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Una vez finalizado cada tratamiento, los frutos fueron colocados sobre papel
absorbente hasta su secado (Figura XVI, Apéndice). Posteriormente, se trasladaron en
bandejas apilables nuevamente a la camara de incubacion, donde permanecieron un
maximo de 20 dias a 22+1°C y 91+3% de humedad relativa (Figura XVII, Apéndice).
Las observaciones a los 5, 6, 7, 10, 12, 14, 17 y 20 dias desde la desinfeccion. Las
varables se analizaron con la misma metodologia que en el experimento con
quitosano. En este experimento, la variable x que interviene en el modelo logistico y
exponencial, correspondié a dias posteriores a la desinfeccion. Adicionaimente, se
hicieron contrastes entre el hipoclorito y trocloseno de sodio, para comparar su grado

de eficacia en el control de |la enfermedad.

En cultivares de diferente firmeza estructural. E! 4/4/2005 se cosecharon frutos
de tomate con hasta un 10% de color rojo en superficie (Grado 2; USDA, 1975) del
hibrido ‘Superman’ (Petoseed, Seminis Inc., Oxnard, USA) y ‘Nixel’ (Enza Zaden,
Enkhuizen, The Netherlands), cultivados en invemadero. ‘Nixel' es de una firmeza
similar o superior a ‘Badro’, ya que es un tomate tipo estructural muy firme, pero no
tiene genes de ‘larga vida'. La metodologia utilizada fue similar a la del experimento
con quitosano, siendo que en este caso se inoculd con una suspension de A. alternata
de 2,09x10° conidios/ml. Las esporas inoculadas se obtuvieron a partir del cultivo de
las cepas selectas, que habian sido conservadas en un freezer a -20°C (solucién de
glicerol al 30%). Posteriormente a la inoculacién, se siguid la misma metodologia y se
probaron los mismos tratamientos que en el experimento de erradicacion

anteriormente descripto (realizado en ‘Superman’), con las siguientes modificaciones:

Una vez finalizados los tratamientos de desinfeccion, fos tomates permanecieron un
maximo de 22 dias a una temperatura de 19,6+ 1°C y 98,5+ 2% de humedad relativa

(Figura XVIIi, Apéndice).
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Para disminuir la heterogeneidad del contenido de humedad del aire dentro del
blogue y debido a la gran influencia que este factor tiene sobre el desarrolio de la
enfermedad, [as bandejas correspendientes a un mismo bloque fueron apiladas con un
ordenamiento al azar y recubiertas por una bolsa de polietileno (Figura XIX, Apéndice).
Este sistema retrasé la aparicion de los sintomas, posiblemente por el menor grado de
condensacion de agua sobre el fruto; por ese motivo, a partir de los 14 dias post-
inoculacion y en forma diaria, los tomates se sometieron a una nebulizacion durante 15
minutos, mediante el uso de un humidificador centrifugo. Al finalizar este proceso en
todas las bandejas de un mismo bloque, las mismas fueron apiladas y recubiertas con

el polietileno para preservar la humedad.

Diariamente hasta el dia 11 y a los 14, 16, 18 y 22 dias post-inoculacion se llevaron

registros de la ocurrencia de podredumbres, tipo y diametro de lesién.

En este experimento, la variable x que interviene en el modelo logistico,
correspondi® a dias posteriores a la desinfeccién. Se le asigné un valor 12 dias a la
constante dp cuando se ajustaron los modeios logistico y exponencial, debido a que la
enfermedad retrasé su aparicion y se decidio6 trasladar el modelo hacia un momento en

el que la misma ya se hubiese manifestado.

Se estudiaron ademas las variables ‘Dias post-desinfeccion en que se detecto la
enfermedad’ y ‘Proporcidn de frutos en los que el diametro de lesion fue superior a
0,4cm’, para cada combinaciéon de tratamiento y cuitivar. Ambas fueron analizadas
mediante Anova y test de comparaciones multiples con el paquete ‘multcomp’, dei

software R (Bretz et al, 2004).
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RESULTADOS

Desarrollo de un método de inoculacion y seleccién de aislamientos in vivo

Método de inoculacion. La inoculacion con 10 o 40ul de una suspension acuosa de
A. alternata del orden de 10° conidios/ml sobre heridas fue altamente efectiva, siempre
que las condiciones de humedad relativa se mantuvieran por encima del 90%. Este
método fue utilizado en todos los ensayos como control, ya que permite evaluar la

viabilidad del in6culo.

De las formas de inoculacién sin herir, la aplicacion de 40ul de inéculo suspendido
en agua resultd la mas efectiva, al observarse mayor nimero de frutos y de sitios
inoculados con sintomas de podredumbre negra (alrededor del 60% de incidencia a
los 12 dias a temperatura ambiente y al menos dos sitios con sintomas de los cuatro
que recibieron inoculaciéon). En los restantes tratamientos, la incidencia fue menor al
25% y fue menos frecuente la aparicion de la enfermedad en mas de un sitio de
inoculacion. Al reducir el volumen aplicado de 40 a 10p!l, al menos el 60% de los
tomates desarroliaron la enfermedad a los 14 dias de incubacion a 20°C y alta
humedad relativa, resultando ambos volimenes de indculo igualmente efectivos. La
inoculacion con 10u! de una suspension acuosa de 10° conidios/ml fue el método

elegido para utilizar en los experimentos.

Seleccién de aislamientos in vivo. Se seleccionaron tres aislamientos: Aa-080408,
Aa-070413 y Aa-070414. Estos monosporicos fueron elegidos porque desarrollaron
sintomas en los cuatro sitios inoculados en tomates sin herir, demostrando un alto
grado de patogenicidad (Figura 1). Las lesicnes observadas fueron de al menos 1 cm

de diametro. Otros monosporicos probados no presentaron lesiones (27,8% de los
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aislamientos) o desarrollaron lesiones de menor diametro y en menor cantidad de
sitios inoculados (55% de los aislamientos). A los 14 dias de incubacion, las lesiones
fueron de al menos 2,6 cm de diametro en Aa-080408 Aa-070413 y Aa-070414. Las
cepas selectas fueron conservadas en APG al 2% (acidificado con acido lactico) en
tubos pico de flauta y en cajas de Petn a 4°C y en freezer a -20°C, en una solucion de

glicerol al 30%

Figura 1. Tomate inoculado con 10ul de la cepa Aa-070414
(sin heridas) en cuatro sitios, luego de 14 dias a 20°C.

c de 01 f_Sava INas de quir Sa___.n pre-cosecha

Todos los frutos control inoculados sobre hendas, tanto tratados como sin tratar con
quitosano, presentaron sintomas de la enfermedad en el primer dia de observacion (5
dias post-inoculacion). Esto indicoé que el ambiente fue favorable para el desarrolio de
la podredumbre negra. En los controles agua el pﬁmer fruto con sintomas se observo
a los 12 dias No fue posible distinguir si las infecciones en estos tomates eran
procedentes de! campo ¢ fueron debidas a la dispersidn de indculo desde otros frutos

enfermos dentro de la camara de incubacion.
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Las variables intensidad y severidad presentaron un valor minimo de 0 y un
maximo de 50. Este ultimo valor surgid como consecuencia de multiplicar a 10, el
mayor valor de la escala de tipo de lesion, por el diametro de la lesion, que puede
alcanzar 5 cm. Generalmente, frutos con avanzado estado de pudricién presentaron
un diametro de lesion de 4 a 4,5 cm y pocos de ellos, estuvieron en condiciones de
permanecer en estudio y alcanzar un didmetro de alrededor de 5 cm. Por esa razén y
en base a los registros realizados, se consideré a 5 cm como el diametro de lesién
maximo. Teniendo como referencia la maxima intensidad y severidad, es posible

referenciar los valores absolutos estimados por los modelos como porcentaje.

En el modelo logistico ajustado para proporcion de frutos enfermos (incidencia de
enfermedad) se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para Bo
(p=0,0005) y para B, (p=0,0002), pero no para asintota (p=0,1956). La diferencia entre
tratamientos en B,, significé un retraso en la aparicién de la enfermedad en el
quitosano respecto al control sin tratar (Figura 2). Sin embargo, las correspondientes a
B+ implicaron un desarrollo mas rapido de la podredumbre negra en los tomates con
quitosano, resultando mayor la incidencia en éste en relacién al control sin tratar a
partir del dia 8 post-inoculacion. Si bien, la incidencia maxima alcanzada por ambos
tratamientos fue de 76,4%, el quitosano llegé a ese nivel a los 9 dias y el control sin

tratar, a los 12 dias.
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Figura 2. Incidencia de enfermedad en tomates ‘Superman’ tratados y sin tratar con
quitosano un dia antes de la cosecha e inoculados con A. alfernata, durante 19 dias de

almacenamiento a 20+1°C y 86+4% de humedad relativa

En el ajuste exponencial de la evolucior de la lesion 0 mancha se detectd
diferencia significativa entre el tratamiento y el control sin tratar con quitosano para B,
(0=0,0247) y no para B, (p=0,1570). El menor B, en los frutos tratados con quitosano
significod un retraso del crecimiento del diametro de la mancha respecto al control sin
tratar, que se mantuvo hasta alrededor del dia 9 post-inoculacién (Figura 3). A los &
dias post-inoculacion (pnmer dia de observacion), el diametro en los tratados se
mantuvo en 0,41 cm, comrespondientes a la gota de indculo, mientras que en el control
sin tratar se registrd 0 48 cm. La falta de diferencia significativa en B, implicé que los

tratamientos presentaron una evoluciéon similar del diametro de la mancha o lesion
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Figura 3. Diametro de ia mancha o lesion en tomates ‘Superman’ tratados y sin tratar
con quitosano un dia antes de la cosecha e inoculados con A. alfernata, durante 19

dias de almacenamiento a 20+1°C y 86+4% de humedad relativa.

En el modelo exponencial ajustado para severidad de la enfermedad no se
encontraron diferencias significativas entre tratamentos para B, (p=0,3197) ni para B,
(p=0,3737). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
para B, (p=0,3292) y B,y (p=0,4801) en la intensidad de la enfermedad. En
consecuencia, se model6 el comportamiento promedio de los tratamientos para ambas

variables ajustadas (Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Sevendad de enfermedad en tomates ‘Superman’ durante 19 dias de
almacenamiento a 204+1°C y 86+4% de humedad relativa (el ajuste se hizo tomando en
cuenta los datos de los frutos tratados y sin tratar con quitosano, ambos inoculados
cen A. alternalta).
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Figura 5. Intensidad de enfermedad en tomates ‘Superman’ durante 19 dias de
almacenamiento a 20+1°C y 86+4% de humedad relativa (el ajuste se hizo tomando en
cuenta los datos de los frutos tratados y sin tratar con quitosano, ambos inoculados
con A. alternata).
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Evaluacion de la firmeza de diferentes hibridos de tomate almacenados a 21°C

La interaccion Hibridos x Dias desde la cosecha resultdé significativa (p=0,0001,
R?=0,88). En el dia de la cosecha, ‘Acuario’ y ‘Mondial’ presentaron frutos de firmeza
similar a ‘Badro’ y ‘Superman’, pero mas firmes respecto a ‘Colt45’ y ‘Anahi’ (Figura 6).
Los tomates ‘Badro’ se destacaron durante la postcosecha por su alta firmeza, si bien
no difirieron de ‘Anahi’ a los 21 dias. ‘Anahi' fue mas fime que ‘Acuario’, ‘Colt45’ y
‘Superman’, resultando ‘Mondial’ similar a ambos grupos. Los frutos ‘Acuario’ fueron
muy firmes a la cosecha pero presentaron un rapido ablandamiento a 21°C. ‘Badro’ y
‘Anahi’ se destacaron por su menor ablandamiento durante los 21 dias de

postcosecha.

i ——-a—_ ;\cuario_-
| © Anahi
i —@— Badro
| —o— Coltd5
i
E Mondial
20 —e— Superman
0 - SN —
0 7 14 21 28
Dias desde la cosecha
Hibridos Dias desde la cosecha
0 T 14 21

Acuario 9, 7A 5978B 51,1D 488C

Anahi 88,4 BC 705A 59.7B 58,9 AB

Badro 91,1 AB 750A 67,1A 654 A

Coit45 87.2C N 62,0B §31CD 4798C

Mondial 91,7A T04 A 57,4 BC 52,5 BC

Superman 88,7 ABC 631B 51,9CD 470C

Rz 0,49 0,52 0,48 0,44
1 Los promedios de una misma col guidos de ia misma lefra no difieren esladisiicamente para Tukey al 5%.

Figura 6. Evolucion de la firmeza de frutos de tomate de diferentes hibridos y
comparacion entre ellos a los 0, 7, 14 y 21 dias de almacenamiento a 21,5+1°C y
86,31+6% de humedad relativa (todos con hasta un 10% de color rojo en superficie a la
cosecha).
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Susceptibilidad a A. alfernata en tomates que difieren en su firmeza estructural

A los 5 y 6 dias post-inoculacién, solo se pudo ver desarrollo de pudricion en el
25% de los frutos control inoculado con heridas. Este porcentaje aumenté a 70% en
promedio en los tres hibridos a los 8 dias y recién a los 12, la totalidad de los tomates

en todos fos hibridos mostraron sintomas de la enfermedad.

Para proporcién de frutos enfermos (incidencia de enfermedad), el valor estimado
de B, para ‘Superman’ no difirid significativamente del de ‘Anahi’ (p=0,3727), ni del de
‘Badro’ {(p=0,1848). Tampoco hubo diferencias significativas entre el B, de ‘Superman’
y el de ‘Anahi’ (p=0,4738) y ‘Badro’ (p=0,0864). La diferencia entre ‘Superman’ y los
otros dos hibridos fueron significativas para asintota (ambos con p<0,0001). Las
diferencias en asintota implicaron que los materiales genéticos presentaron distinta
incidencia maxima; mientras que en ‘Superman’ el porcentaje maximo de frutos
enfermos fue de 90%, en ‘Anahi’, fue aproximadamente del 30% (Figuras 7 y 8). La
proporcion maxima de frutos afectada por la enfermedad en ‘Anahi’ resultd ademas
menor a la de ‘Badro’ (p=0,0090) (Figura 9). Es importante aclarar que la proporcion
de frutos enfermos en ‘Badro’ fue del 44% a los 17 dias de evaluacidn, pero que este
valor no fue correspondiente al de la asintota, ya que este hibrido no logré alcanzarla
durante el periodo de estudio. La falta de diferencias en By y B, combinada con una
marcada diferencia en asintotas, explicd que los hibridos ‘Anahi’ y ‘Badro’ presentaran
un atraso en la aparicion de la enfermedad de casi 5 dias y que ‘Badro’ mostrara una
evolucién mas lenta. ‘Superman’ fue el hibrido con mayor incidencia a partir de los 12

dias post-inoculacion.
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Las diferencias en el diametro de lesion resultaron significativas para B, y By entre
el control lavado con agua e hipoclorite (p=0,0311 y p=0,018, respectivamente), pero
no lo fueron respecto del trocloseno de sodio (p=0,8837 y p=0,8463, respectivamente).
La diferencia en B, implicd un retraso en el crecimiento de la lesion en el hipoclorito
respecto del control lavado con agua, ya que los valores del didmetro para el dia 5
post-desinfeccién fueron de 0,40 y 0,56 cm, respectivamente (Figura 16). Para B,
significd que el diametro de la lesién presentara un mayor ritmo de crecimiento en el
hipoclorito respecto al control lavado con agua. El trocloseno de sodio tuvo similar

tamanfio de lesion a los 5 dias y posteriormente, que el control lavado con agua.

Al comparar el didmetro de la mancha o lesion de las dos formulaciones de cloro
probadas, las diferencias resultaron significativas para B, (p=0,0242) vy B, (p=0,0137).
El trocloseno de sodio desarrollé mayor diametro de mancha respecto al hipoclorito de
sodio a los 5 dias de desinfecciéon, pero el crecimiento de la mancha resultd

significativamente menor en los frutos con trocloseno.
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enfermedad a los 16 dias post-desinfeccion, mientras que menos del 5% de los frutos

estuvieron afectados por el patégeno

Para describir la evolucion de la proporcion de enfermos se probd un modelo con
efecto de interaccion tratamientos x hibridos para cada uno de los parametros. En los
modelos no lineales mixtos la interaccion no puede probarse en forma global, sino en
una particién de contrastes ortogonales de un grado de libertad. De esta manera, para
Bo al menos uno de los contrastes de interaccion resulté significativo (p,<0,0001 y
p-=0,5814), mientras que ambos lo fueron para B, (p,=0,0004 y p,=0,0106) y para
asintota (p:<0,0001 y p,=0,0003). Por consiguiente, se compard la diferencia entre
tratamientos para cada uno de los parametros del modelo en cada hibrido en

particular.

Cuando se analiz6 el efecto de los desinfectantes respecto al tratamiento control
lavado con agua sobre la proporcion de enfermos en ‘Superman’, este no resultd
significativo en $, para hipoclorito (p=0.0675) y troclosenc de sodio (p=0.0804). E!
hipoclorito difirid del control lavado con agua en B; (p=0.0053), pero no asi el
trocloseno (p=0.4481). Lo mismo ocurrid para asintota, parametro en el que el
hipociorito resulto diferente al lavado con agua (p=0.0050), pero no lo fue el trocloseno
(p=0.6765). La falta de diferencias en B, implicé una incidencia de enfermedad similar
a los 12 dias post-desinfeccion en todos los tratamientos. Teniendo similares valores
de By, la menor asintota en el hipoclorito respecto del control lavado con agua implicd
que el incremento de la proporcion de enfermos asociado al parametro B4, fuera mayor
en este desinfectante. En ‘Superman’, el control lavado con agua y el trocloseno de
sodio presentaron un maximo de 99 y 97% de frutos con podredumbre negra,

mientras que el hipoclorito alcanz6 82% (Figura 19).
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similar en el hipoclorito y mayor en el trocioseno, respecto al control lavado con agua.
Las diferencias en B, significaron una evolucién mas rapida de la enfermedad tanto en
el hipoclorito de sodio como en el trocloseno respecto al control lavado con agua. No
obstante, las diferencias en asintota indicaron que los niveles maximos de pudricion
alcanzados en ambos tratamientos con cloro fueron significativamente menores
respecto al control lavado con agua. El hipoclorito de sodio redujo la incidencia de la
enfermedad a 44%, el trocloseno de sodio alcanzé alrededor del 55%, mientras que el
control lavado con agua present6 cerca del 90% de frutos con pudricion (Figura 20).
Estos niveles de enfermedad se presentaron a partir de los 14 y 16 dias en los
tratamientos con trocloseno e hipoclorito, respectivamente. El control lavado con agua
no alcanzé el valor maximo de incidencia, ain a los 22 dias posteriores a la

desinfeccion.

Las diferencias en incidencia de la enfermedad entre el hipoclorito de sodio y el
trocloseno de sodio en el hibrido ‘Nixe!’, fueron significativas para B, (p<0,0001), B,
(p<0,0001) y asintota (p<0,0001). Ello implicé un retraso en la aparicién de la
enfermedad, una menor proporcion de enfermos a los 12 dias post-desinfeccion y

menor incidencia maxima, cuando se utilizé hipoclorito respecto de trocloseno.
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Cuadro 3. Valores p de cada fuente de variacion y R? del modelo para la proporcion de
frutos en los que el diametro superd el valor de 0,4 cm, a los 10, 14, 18 y 22 dias post-

desinfeccion.

Fuente de
Variacién Dias post-desinfeccion
10 14 18 22
Vaior p
Blogue
Tratamiento 0,0667 0,2314 0,0049 0,0349
Hibrido 0,2358 0,138t 0,0012 00,0134
Tratamiento*Hibrido  0,2035 0,2206 00,6304 0,8733
R* 0,66 0,60 0,81 0,66

Cuando se estudid la intensidad y severidad de la enfermedad, nuevamente se
encontré que sélo algunos frutos presentaron un valor diferente a 0 durante todo el
periodo de evaluacion. Como se propuso modelar exponencialmente ambas variables,
se graficaron en escala logaritmica y en ningun caso la respuesta fue lineal en el
tiempo (Figuras 24 y 25), con lo cual se decidié seguir una estructura de andlisis
similar a la utilizada para diametro. Si bien, la proporcidén de tomates con intensidad y
severidad distinta de 0 fue muy baja, parecié diferir entre tratamientos e hibridos en los
ultimos dias de observacion. Se grafico la proporcidon de frutos con lesiones con
pudricién en cada combinacion de tratamiento e hibrido (Figura 26) y se analizaron las
diferencias entre las mismas a los 14, 16, 18 y 22 dias posteriores a la desinfeccion
mediante Anova. La interaccion tratamientos*hibridos no fue significativa en ninguno
de los periodos evaluados (p>0,1417) y tampoco lo fueron los tratamientos (p>0,2420)
(Cuadro 4). La proporcion de frutos con pudricidn entre los cultivares hibridos fue
similar a los 14 dias (p=0,0588), pero no lo fue a los 16, 18 y 22 dias post-desinfeccion
(0.0225>p>0,0158). Cuando hubo diferencias entre los hibridos, ‘Nixel’ presentd menor

proporcion de frutos con pudricion respecto a ‘Superman’.
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DISCUSION

Aplicacién de oligosacarinas de quitosano en pre-cosecha

El rapido desarrollo de sintomas en los controles inoculados sobre heridas confimoé
que el experimento conté con el ambiente adecuado para el desarrollo de la podredumbre
negra. El retraso en la aparicion de la enfermedad en los controles agua, aseguraron en
gran medida que los sintomas observados en los sitios inoculados fueron originados por
las cepas de A alfernata selectas y de esta manera, pemitié comparar el efecto del
quitosano sobre la enfermedad ante similares condiciones del patégeno (genotipo,

cantidad y edad de esporas del patégeno).

El quitosanc ha sido considerade como una alternativa al uso de fungicidas para
controlar enfermedades de postcosecha (E! Ghaouth et al, 1997). La mayor parte de los
estudios comprenden aplicaciones luego de la cosecha, siendo escasos ios antecedentes
del uso en precosecha (Reddy et al, 2000b; Romanazzi et al, 2002, 2003). En este trabajo
de tesis, se determiné menor incidencia de podredumbre negra a los 5 y 6 dias en los
frutos tratados con quitosano en precosecha respecto de los provenientes de plantas sin
tratar. Una vez vencidas las barreras ofrecidas por el fruto tratado con este producto, el
patégeno ingresé a los tejidos y hubo desarrolio de sintomas. Tanto en los frutos tratados
como en los controles sin tratar, la enfermedad se manifesté inicialmente como una

mancha necrética que derivé en una pudricién durante el almacenamiento a 20°C.

Otros estudios coinciden con una demora en la aparicion de la enfermedad causada
por A. alternata en frutos de tomate tratados con quitosano (Reddy et al, 2000a). Estos
autores demostraron que este compuesto activa los mecanismos de defensa del fruto, al

detectar un aumento de risitina en tomates tratados. Romanazzi et al (2002) mencionaron



66

que encontraron mayor actividad de fa fenilatanin amonio-liasa (PAL) en la piel de uvas
tratadas con quitosano. Esta enzima esta involucrada en la sintesis de compuestos
fendlicos, muchos con actividad antifiingica. Ademas, el quitosano actia sobre los
factores de patogenicidad del hongo, disminuyendo la concentracion de 4cidos orgéanicos

y enzimas degradativas de la pared cetular en los frutos tratados (Reddy et al, 2000a).

El quitosano tiene la particularidad de formar una pelicula semipermeable, loc que
incrementa la defensa estructural del fruto (Averbach, 1978, citado por Wong et al, 1992).
Se ha demostrado que el film se forma con dosis de 1% (Wong et al, 1992). Fornes et al
(2005) determinaron la presencia de estomas sin recubrir por la pelicula de quitosano en
ia piel de frutos de mandarina cuandc se aplicd al 0.0125%. De esta manera, el proceso
de infeccion pudo verse impedido temporalmente por una mayor barrera al ingreso, aln
cuando la dosis fue de 0,001%, prolongando el periodo de incubacién en algunos frutos

de tomate tratados con quitosano.

El quitosano tuve un efecto significativo sobre la incidencia de podredumbres sélo
detectable a los 5 y 6 dias post-inoculaciéon. Posteriormente, tuvo un resultado no
deseado, ya que la cantidad de frutos enfermos durante la permanencia a 20°C aument6
mas rapidamente respecto al control sin tratar. Sin embargo, algunos antecedentes
demuestran una alta efectividad dada por el quitosano aplicado antes de la cosecha.
Dosis de 0.2 a 0.6% de quitosano controlaron podredumbres causadas por Bofrytis
cinerea en frutillas, reduciendo en alrededor del 50% la incidencia respecto al testigo
(Reddy et al, 2000b). En uvas, aplicaciones de 0.1 a 1% de quitosano en precosecha
redujeron el indice de infeccion de Botrytis cinerea de similar manera que el procimidone
(Romanazzi et al, 2002). En general, las concentraciones de quitosano utilizadas en la

bibliografia son de al menos 0.1%, 100 veces mayor a la aplicada en el presente trabajo
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de tesis. La dosis utilizada comresponde a la sugerida por el fabricante y crea, de todas
maneras, cierta expectativa dada la respuesta causada con la misma y en una sola

aplicacion.

Por otro lado, es necesario considerar que los resultados obtenidos estan referidos al
producto utilizade OS-Sterling-t (Gofar Agro Specialties, Beijing, China), no pudiendo
generalizar los mismos a otros productos formulados a base de quitesano o al ingrediente
activo puro. El OS-Sterling-I ha sido aprobado por ICAMA (China) para su uso como

fungicida en el 2003 y esta indicado para producciones organicas.

Los cultivares de tomate con menor firmeza como ‘Superman’ podrian resuitar méas
sensibles a las podredumbres. Si el cultivar tiene una marcada susceptibilidad, ia
respuesta ante la aplicacion de diferentes estrategias de conirol puede ser escasa o nula.
En ‘Supermman’, el efecto del quitosanc estuvo limitado sélo a una leve demora en la
aparicién de la enfermedad, pero esta respuesta podria ser mas importante si esta

estrategia de control fuera combinada con un cultivar resistente.

En general las enfermedades que afectan los frutos en postcosecha son estudiadas
mediante la incidencia y severidad luego de transcurrido un determinado periodo de
conservacion. En estudios relacionados con el uso de quitosano, sélo se han hecho
observaciones repetidas en el tiempo para evaluar la evolucion de Botrytis cinerea en
frutiias (Reddy et al, 2000b) y de Alfenaria allernata en tomates (Reddy et al, 2000a).
En este trabajo de tesis se ajustaron modelos descriptivos para incidencia, didmetro de la
lesién, intensidad y severidad de la podredumbre negra del tomate, constituyendo un
aporte al conocimiento de la enfermedad. El modelado permite estimar la evolucion del

desarrollo de la podredumbre negra y establecer el periodo durante el cual el riesgo de
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pudriciones podria ser nulo o alcanzar un nivel prefijado como maximo admisible cuando

se ha utilizado alguna estrategia de control.

No obstante, para la transferencia y la adopcion de los resultados obtenidos es
necesario contar con una validacién. En este estudio se utilizé una elevada carga de
esporas de una mezcla de aislamientos aitamente patogénicos, a la vez de un ambiente
con temperatura y humedad tendientes al desarrollo de la enfermedad, en un cultivar de
tomate susceptible. Estas condiciones, considerablemente inclinadas a favor la
enfermedad, pueden no presentarse en la practica, con lo cual es necesario hacer
experimentaciones semi-comerciales o comerciales para amibar a una conclusion

adecuada a nivel praductivo.

El quitosano es una altemativa que puede ser utilizada en combinacidén con otras para
controlar enfermedades durante el cultivo y la postcosecha. Es un producto inocuo para el
consumo humano y amigable con el ambiente y puede ser considerado en sistemas de
produccién organica o integrada. Las pruebas a nivel semi-comercial o comercial,
sumadas ai uso de mayores dosis, abren una linea de investigacion que puede generar

informacion valiosa y aplicable a corto plazo.

Evaluacién de la firmeza de diferentes hibridos de tomate almacenados a 21°C

Tanto la peste negra (Tomato spot wild virus, TSWV) como los nematodos, constituyen
una limitante para la produccion de tomate en inveradero en la zona del sudeste
bonaerense, que en gran medida puede superarse cultivando materiales hibridos
resistentes. Todos los hibridos evaluados han sido seleccionados por su buen

comportamiento a peste negra y excepto ‘Colt45’, todos poseen resistencia a nematodos.
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Ademas, presentan resistencia a Verticillium sp., Fusarium sp. raza 1 y 2 y virus del
mosaico del tabaco (TMV) {Cartillas informativas de BHN Seed, Petoseed, Royal Sluis,

Enza Zaden).

Las empresas semilleras difunden mediante cartillas informativas la descripcion de
cada hibrido que ofrecen, tanto de las resistencias como de la calidad del fruto
relacionada al tamaiio y firmeza. Presentan especificaciones cualitativas, poco precisas y
no mencicnan el comportamiento de postcosecha. También es muy escasa o inexistente
la investigacion en instituciones pudblicas, que abarque tanto de la calidad a la cosecha
como en la postcosecha. Esta informacion permitiria contar con resultados imparciales y

adecuar la produccion de tomate segin la distancia a los mercados.

Segun informacion del criadero, ‘Superman’ es un material con frutos achatados, de
220 a 250 g, descriptos como muy firnes. Esta resefia resufté valida para la firmeza a
cosecha, pero no para la de postcosecha, ya que ‘Superman’ fue unc de los materiaies
menos firme a partir de los 7 dias a 21°C. Para ‘Colt 45’ también se ha informado que sus
frutos son de buen tamado (200 a 230 g) y buena firmeza. Sin embargo, fue el menos
firme a la cosecha y también durante el aimacenamiento, junto con ‘Acuario’ y
‘Superman’. A pesar de poseer genes de larga vida, ‘Acuario’ fue uno de los hibridos de
mayor ablandamiento. Entre los hibridos evaluados se destacaron ‘Badro’ y ‘Anahi’ por
una alta irmeza a la cosecha y un buen mantenimientc de la misma durante los 21 dias a
21°C; ‘Mondial’ tuvo un comportamiento intermedio. Se observd desamoilo de
podredumbres a los 14 dias a 21°C, fundamentaimente producidas por A. affemata,
siendo ‘Supeman’ uno de los materiales mas afectado (Figuras 27, 28 y 29). Ello valida,

en parte, la asociacion entre firmeza de! fruto y susceptibilidad a ias podredumbres.









la de 'Superman’. Ello posiblemente esté asociado a la mayor firmeza de los frutos
durante el alimacenamiento a 21°C, ya que ambos materiales se destacaron como ios mas
firmes (resultado obtenido en el experimento anteriormente discutido), mientras que
‘Superman’ se encontré entre los hibridos menos firmes. ‘Anahi’ incluso resulté ain mas
resistente que ‘Badro’, dado que el patégeno causé enfermedad en menor proporcion de
frutos. Aungue el manejo agrondmico haya sido similar para los fres hibridos, tambien
pudieron ocurrir diferencias en {a carga de in6culo sobre el fruto, ya sea porque la
arquitectura de !a planta favorezca o no la condensacion de agua sobre los frutos, por ia

forma del mismo, barreras cuticulares, etc.

Estos resultados mostraron la importante influencia que tiene la eleccion det hibrido en
el esquema de manejo de la enfermedad. E! uso de un hibrido resistente en combinacion
con una o mas estrategias de pre o postcosecha, podrian resultar en un exitoso control de

la podredumbre negra.

Uso de erradicantes clorados

En un cultivar de baja firmeza  El rapido desarrollo del patdgenoc en los tomates con
heridas demostré la viabilidad del mismo y que el ambiente le fue favorable. Los frutos
control agua manifestaron la enfermedad, a pesar de no haber side inoculados con A.
alternata, demostrando la ocurrencia de inoculacién natural en pre y postcosecha. Estos
frutos alcanzaron una incidencia cercana al 11%, similar a la de los tratamientos en e} dia
5, recién entre los dias 9 y 10 posteriores al dia de desinfeccion. Ese defasaje de
airededor de 4 dias entre el controt agua y los tratamientos, se present6é hasta niveles de
pudricién de alrededor del 80%. Posteriormente, los incrementos de la incidencia en los

tratamientos fueron relativamente menores a los del control agua. Aungue no fue posible
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distinguir cuanto de las pudriciones en el control agua estuvieron debidas a infecciones
latentes originadas en el invernadero y cuanto a la dispersién de in6culo de otros frutos
enfermos dentro de la camara de incubacién, es importante remarcar que este controi
alcanzé una pudricion de alrededor del 90%, similar a lo calcutado en los frutos inoculados
con 40000 conidios del patoégeno y lavados con agua, aproximadamente 2 a 3 dias mas

tarde.

Ningun desinfectante fue capaz de retrasar el momentc de aparicion de la enfermedad.
Los frutos tratados con hipoclorito presentaron menor diametro de mancha respecto al
control lavado con agua hasta el dia 12. Posteriormente, la lesidn aumento en mayor
medida en hipoclorito respecto al control lavado con agua. De las dos formulaciones de
cloro evaluadas, sélo el hipoclorito de sodio redujo la proporcién de enfermos en relacion
al control lavado con agua, aunque el efecto fue limitado sélo a la incidencia maxima
alcanzada, gue fue 9% menor que la del controt. La escasa eficacia de los desinfectantes,
o nula en algunos casos, posiblemente se encuentre relacionada con et tiempo
transcurrido entre inoculacién y tratamiento. En este experimento los frutos inoculados
permanecieron 72 horas en condiciones controladas de temperatura y humedad para
permitir ta infeccién, ya que ante la presencia de gotas de agua sobre {a piel del fruto, los
conidios de A. affermafa germinan y pueden ingresar a los tejidos sin heridas (Pérez et al,
1995). Debido a que los frutos se encontraban en un grado de incipiente madurez, es
posible que el patégeno haya encontrado cierta resistencia natural, como la tomatina,
para continuar con el proceso de invasién. La tomatina comprende dos glicoalcaloides: a-
tomatina y dehidrotomatina, que confieren resistencia al hospedante ante el ataque de
hongos, bacterias, virus e insectos (Friedman, 2002). No obstante, estos compuestos
naturales de defensa disminuyen a concentraciones no detectables en frutos rojos

(Kozukue et al, 2004). Dado que la madurez se desencadena rapidamente a 20°C (Wills
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et al, 1998), es posible que las 72 horas transcurridas desde la inoculacion hayan sido
suficientes para la degradacién de estos alcaloides y en consecuencia, para que el

patégeno pueda superar esa barrera y comenzar la invasion de los tejidos.

E! agua clorada es el método de desinfeccion mas cominmente utilizado para
hortalizas y frutos (Cherry, 1999, citado por Parish et al, 2003). El cloro elimina faciimente
hifas de los hongos, pero tiene una dificultad 10 a 1000 veces mayor con las esporas, a
menos que se encuentren germinando (Boyette et al, 1993). El tratamiento con hipoclorito
elimina el indcuio por contacto, con lo cual tiene un buen efecto sobre el patégeno
suspendido en agua y el que se encuentra en la superficie del producto. Por esta razon,
es posible que el lavado con cloro haya resultado de limitada efectividad, dada la dificultad
que tiene de controlar las hifas del hongo que se encuentran por debajo de la piel del fruto
o las que ya han invadido sus tejidos. El cloro inorganico no tiene accidn sistémica y
tampoco efecto residual (Boyette et al, 1993) y por consiguiente, el fruto estaria expuesto
a reinfecciones durante el periodo en que se encuentre con otros frutos enfermos. Se ha
demostrado que el trocloseno tiene una liberacion lenta de cloro, pero resulta mas estable
que el hipoclorito (Prusky et al, 2001). A los pocos minutos de disolucion de la pastilla de
trocioseno en agua, la concentracién fue de alrededor de 400 ppm y en el término
aproximadamente de 2 horas, aumenté a 530 ppm. Contrariamente a io determinado en
este trabajo de tesis, Prusky et al (2001) encontraron mayor efectividad del trocloseno

respecto del hipoclorito (de calcio hidratrado).

Generalmente, una concentracién de cloro activo 55 a 70 ppm a pH de 7.0, es la
recomendada para la desinfeccion de la mayoria de las frutas y hortalizas frescas
(Boyette et al, 1993). Para el control fungico, son necesarios cloro 30 a 40 ppm, cuando la

temperatura del agua es de 25°C y 10 ppm, si es de 40°C (a pH 7 y durante 1 minuto).
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Ello indicod que fas dosis utitizadas de cloro fueron mas que suficientes y que no serian
motivo de la falta de respuesta a ta desinfeccion. La duracion del proceso de desinfeccion
también tiene influencia sobre los resultados obtenidos. Tiempos muy cortos son menos
efectivos, pero el efecto mas importante se ejerce dentro de los primeros minutos de
exposicion. Mientras que algunos recomiendan un periodo de contacto entre 1 y 2
minutos (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1998), otros sugieren reducirlo a menos
de un minuto, para evitar la infiltracion de agua al interior del fruto y por consiguiente, los
riesgos de contaminacion con los patégenos en suspension (Ritenour et al, 2002). En este
trabajo de tesis, se decidié efectuar el tratamiento con trocloseno de sodio por 30
segundos, tomando como referencia lo realizado por Prusky et al (2001) y por
consiguiente, los restantes tratamientos también se hicieron con la misma duracion. Este
corto tiempo de exposicion podria estar compensade por la aita concentracién de cloro

utilizada.

Un componente importante para que la enfermedad ocurra es la existencia de un
hospedante susceptible relacionado con su genética. Los tipos de tomate con menor
firmeza son mas sensibles a las podredumbres. En estudios previos ya descriptos, el
hibrido de tomate 'Superman’ perdié firmeza mas rapidamente que otros materiales
evaluados durante un periodo de 21 dias a alrededor de 21°C. Ei ablandamiento mas
rapido que presentd ‘Superman’ podria ser relacionado con una alta susceptibilidad a las
podredumbres. El uso de un hospedante de marcada susceptibilidad puede ocasionar
menores ¢ nulas respuestas ante la aplicacién de diferentes estrategias de control de

enfermedades.

Un concepto general sostiene que si puede evitarse el uso de agua en el proceso de

preparacion de los tomates para el mercado, es aconsejable hacerlo, porque el
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humedecimiento de! producto aumenta la susceptibilidad a las podredumbres. Provengan
0 no de invernadero, los tomates deben ser lavados para remover restos de agroquimicos
o de cualquier otra indole. Por otro lado, la descarga de los bins en agua contribuye a
evitar dafios fisicos en los frutos, fundamentaimente cuando se han cosechado en
estados tempranos de madurez. También y no menos importante, el lavado y ia
desinfeccién aseguran la obtencién de un producto inocuo para el consumo. En 1893, se
han detectado dos brotes de salmonelosis asociados a tomates frescos provenientes de
un empaque de Carolina del Norte. En el 2004, tres casos de Salmonella sp. fueron
detectados en tomates en Estados Unidos y Canad4d (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL. AND PREVENTION, 2005). El agua puede transmitir muchos
microorganismos, incluyendo cepas patogenas de Escherichia coli , Salmoneila ssp.,
Vibrio cholerae, Shigella spp., asl como Cryptosporidium parvum, Giardia lambilia,
Cyclospora cayetanensis, Toxiplasma gondii y los virus de Norwalk y de la hepatitis A
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1998). Las contaminaciones también pueden
originarse durante la cosecha, el empaque, ia distribucion y en el hogar (Beuchat & Ryu,
1997). Durante los procesos de postcosecha, estos autores resaitaron el importante rol
que la desinfeccion y el control de la temperatura tienen sobre la inocuidad de los
productos frescos. Ello implica que el método de desinfeccion no debe pensarse solo para
resolver el problema de podredumbres durante la postcosecha, sino que también debe
apuntar a minimizar los riesgos de contaminacién con patégenos asociados a

enfermedades en el humano y asegurar [a inocuidad del producto.

En cultivares de diferente firmeza estructural  La rapida manifestacion de sintomas
en los controles inoculados sobre heridas confirmé que el experimento contd con el
ambiente adecuado para el desarrollo de la podredumbre negra. Cuando los frutos fueron

inoculados sin herir, la enfermedad se desarrollé mas lentamente y eilo podria en parte
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estar debido a la modificacién incorporada en este experimento, que incluyo la cobertura
con una bolsa plastica de la pila de bandejas correspondientes a cada bloque. Este
sistema impidié en gran medida la presencia de gotas de agua sobre el fruto, requisito
necesario para la infeccién. Los frutos control agua sin inéculo manifestaron la
enfermedad, a pesar de no haber sido inoculados con A. alternafa, demostrando la
ocurrencia de infecciones latentes originadas en el invernadero y posiblemente a
incculaciones ocurridas por la dispersion de conidios de otros frutos enfermos durante los
22 dias de incubacion. Los frutos control sin indcuio det hibrido ‘Superman’ comenzaron a
manifestar ia enfermedad dos dias antes que ‘Nixel’, alcanzando una incidencia cercana
al 80% y 5%, respectivamente. Estos bajos niveles de enfermedad natural registrados en
‘Nixel' podrian ser controlados mediante el lavado con trocloseno o hipoclorito de sodio,
ya que aun con alta carga de indculo, ambos redujeron la incidencia entre ef 40 y el 50%,
respectivamente. En Superman, en cambio, solo el hipociorito seria efectivo, con un
resultado limitado, ya gue controlé la aparicién de la enfermedad en tomates inoculados

con el patégeno solo en un 16%.

La baja eficacia de los desinfectantes, observada fundamentalmente en el hibrido
susceptible, posiblemente se encuentre relacionada con el tiempo entre la inoculacion y el
tratamiento. Los frutos fueron inoculados con el patégeno y permanecieron 72 horas en
almacenamiento en condiciones controladas de temperatura y humedad, para permitir la
infeccion. Como {a misma puede ocurrir dentro de las 5 horas en que el patogeno se
encuentra en contacto con el hospedante (Davis et al, 2005), el tiempo transcurrido hasta
que los frutos fueron desinfectados pudo resultar excesivo y permitir que las hifas
progresen en la invasién de los tejidos y en consecuencia, disminuyendo la eficacia de
ambos erradicantes clorados. Similarmente a lo ocurrido en el experimento relacionado al

uso de erradicantes en ‘Superman’, es posible que los frutos hayan ofrecido en principio
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cierta resistencia natural, asociada a la presencia de tomatina, pero que a 20°C
rapidamente este compuesto se haya reducido a concentraciones indetectables, al virar el
color del fruto del verde al rojo (Kozukue et al, 2004). No fue posible determinar cuales
fueron los mecanismos por los que ‘Nixel’ resuité mas resistente a la enfermedad y qué
procesos, infeccioén ¢ invasion, se vieron temporaimente impedidos. Dado que uno de los
desinfectantes probados, el hipocloritc de sodio, fue de alta efectividad en ‘Nixe!' pero no
en ‘Superman’ y actia por contacto, puede suponerse gque la resistencia en este hibrido

se relacion6 fundamentalmente con la infeccion.

Sélo en pocos tomates se observd crecimiento del diametro de la mancha o lesién
durante el periodo evaluado y en todos los casos afirmativos, estuvo asociado a lesiones
causadas por el patégeno. Aun en el control lavado con agua, la lesién evoluciond
fundamentalmente a partir de los 16 dias. El escaso aumento del didmetro de la iesion,
similar a lo observado en el experimento correspondiente a la susceptibilidad y a su vez,
ta mayor ocurrencia de tipos de lesidén menos severos, pudo estar relacionado con una
pérdida de patogenicidad de ias cepas de A. alfernata. Esto mismo explicaria 1la menor
intensidad y severidad de {a enfermedad en ‘Superman’ respecto a ensayos anteriores.
No obstante, fue posible detectar que el hipociorito logré reducir la proporcién de frutos en
los que la lesién superd el diametro de la gota, lo que estuvo estrecha relacién con fa

reduccidn de la incidencia de la enfermedad cuando se utilizé este desinfectante.

lLLas condiciones apropiadas de desinfeccion relacionadas con la concentracion de
cloro, pH, temperatura del agua, profundidad, tiempo de expaosicion, se encuentran
desarroliadas en la Revision Bibliografica (paginas 16 a 19). La metodologia utilizada para
la desinfeccién fue coincidente con la del experimento anterior det uso de erradicantes

clorados en ‘Superman’. También ya han sido descriptas anteriormente las caracteristicas
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de ambos desinfectantes clorados evaluados. En coincidencia con lo observado en el
experimento anterior de erradicantes clorados, la baja efectividad del hipoclorito cuando
se trataron los tomates del cultivar ‘Superman’, pudo estar relacionada con la
imposibilidad de controlar al hongo cuando ya ha invadido los tejidos del fruto. El tiempo
entre inoculacion y desinfeccidon podria haber resultado excesivo en ‘Superman’, cultivar
cuya menor resistencia pudo haber permitido la infeccién y el comienzo de la invasion, y
por esa razén, los desinfectantes que actian por contacto como los que se probaron
tuvieron menor efecto que en ‘Nixe!'. Ademas, el cloro inorganico no tiene accidn
sistémica y tampoco efecto residual (Boyette et al, 1893) y por consiguiente, el fruto
estaria expuesto a reinfecciones durante el periodo estudiado. Su efectividad fue mayor
en ‘Nixel’, aungue indirectamente, ya que el menor desarrolic de la enfermedad estaria
mas asociada con la resistencia de este cultivar de tomate. El hipoclorito, ademas, retraso
el momento de aparicion de ia enfermedad en ‘Nixel’, pero no en ‘Superman’. La eficacia
del trocloseno en el control de la enfermedad fue practicamente nula en ‘Superman’ y

generalmente menor respecto a la lograda con el hipoclorito de sodio en ‘Nixel'.
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CONCLUSIONES

El tratamiento de las plantas de tomate ‘Superman’ con oligosacarinas de quitosano
0.001% en el dia anterior a la cosecha, redujo la incidencia de podredumbre negra hasta
los 6 dias post-inoculacion, no afecté al tamafio y tipo de lesion y retrasd la aparicion de la

enfermedad.

‘Superman’ fue uno de los hibridos menos firme y ‘Anahi’ y ‘Badro’, los que mejor
mantuvieron su firmeza durante 21 dias a 21°C. La incidencia de la enfermedad fue muy
alta en ‘Superman’ {90%), mientras que ‘Anahi’ y ‘Badro’ no superaron el 30 y 44%,

respectivamente.

‘Nixel' fue mas resistente a la penetracién e infeccion inicial, retrasd el crecimiento
en didametro de las lesiones y redujo la pudricion de los frutos en comparacién con

‘Superman’.

La eficacia para reducir la podredumbre negra con trocloseno o hipoclorito de
sodio como emradicantes fue dependiente del cultivar. El trocloseno fue ineficaz en
‘Superman’ y redujo en 39% la incidencia de enfermedad en 'Nixel’. El hipociorito fue
eficaz en ambos cultivares, disminuyendo entre 10 y 17% la incidencia en ‘Superman’ y

en hasta 51%, en ‘Nixel’.
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